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La réparation de l’ADN joue un rôle fondamental dans le maintient de l’intégrité
génétique et la protection contre le cancer. Nous proposons que les polymorphismes
fonctionnels modifiant soit l’activité des protéines ou les niveaux de transcription des
gènes codant pour des composantes de réparation de l’ADN pourraient influencer la
susceptibilité inter-individuelle au cancer. Initialement, nous avons évalué, à l’aide
d’études d’association, l’importance de polymorphismes présents dans les gènes
XRCC1, XRCC3 et hOGG1 dans la susceptibilité à la leucémie lymphoblastique
aÏgu (LLA). Ensuite, nous avons procédé à l’identification de vanants d’ADN dans
la région régulatrice de 15 gènes de réparation des cassures doubles-brins chez 40
individus représentant diverses ethnies. L’impact fonctionnel des polymorphismes a
été évalué in silico à l’aide de prédictions de gain/perte de sites de liaison pour des
facteurs de transcription et in vitro par expériences EMSA. Finalement, nous avons
mesuré l’impact de certains de ces polymorphismes dans la susceptibilité à la LLA.
Nous avons montré que l’allèle Cys-326 du gène hOGG1 est associé avec une
diminution de 42% du risque de développer la LLA. L’analyse des régions
régulatrices a permis l’identification de 144 polymorphismes dont 73% modifient
potentiellement la liaison à des facteurs de transcription. L’approche EMSA a permis
de confirmer que des polymorphismes dans les gènes Ku70, Ku$0, MRE11A et
RAD5O mènent à une modification de la liaison à des facteurs de transcription.
L’étude d’association de 5 vanants du gène Ku70 nous a permis d’identifier 9
haplotypes dont 3 se retrouvent uniquement chez les patients LLA. Cette étude
illustre l’importance de caractériser la variabilité génétique au niveau des gènes de
réparation de l’ADN afin d’améliorer notre compréhension de l’étiologie des
maladies complexes.
Mots clés : polymorphisme, région régulatrice, facteurs de transcription, leucémie
lymphoblastique aigu, cancer, génétique, facteurs de susceptibilité.
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SUMMARY
DNA repair plays a fundamentai foie in genetic integrity and cancer protection. We
propose that functional poiymorphisms modifying either the level of transcription or
protein activity of genes part of the DNA repair machinery could influence the
differences in inter-individual susceptibility to cancer. We have used association
studies to evaluate the importance of polymorphisms present in genes XRCC1,
XRCC3 and hOGG1 in acute Iymphoblastic leukemia (ALL) susceptibility. We
identified vanants in the regulatory region of 15 genes part of the doubie-strand break
repair pathway for 40 individuais picked from different ethnic groups. The functional
impact of these poiymorphisms has been evaluated in silico using transcription factor
binding site gain andlor ioss, and in vitro by EMSA. Finally, we measured the impact
of some of these poiymorphisms in ALL susceptibiiity. We have shown that the Cys
326 ailele of the hOGG1 gene is associated with a 42% reduction in the risk of
developing ALL. The analysis of reguiatory regions ailowed us to identify 144
poiymorphisms, of which 73% potentiaiiy modify transcription factor binding sites.
These modifications were confirmed by EMSA for the Ku70, Ku80, MRE1 lA and
RAD5O genes. Association study done with 5 variants of the Ku70 gene identified 9
haplotypes, of which 3 were found oniy in ALL patients. This study demonstrates the
importance of the characterization of genetic variants in DNA repair genes to
increase our knowiedge of complex disease aetiology.
Key words: polymorphism, reguÏatory regÏon, transcription factors, acute
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Dans les pays industrialisés, le cancer est une des maladies les plus répandues. On
estime que 136 900 nouveaux cas de cancer et 66 200 décès causés par cette maladie
surviennent annuellement au Canada (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2002).
L’incidence du cancer est toujours en progression et de façon plus marquée chez la
femme. Toutefois, le taux de mortalité excepté pour le cancer du poumon chez la
femme est en baisse. De plus, depuis le début des années 50, les taux de mortalité par
les cancers de l’enfant ont reculé de plus de 50%, les baisses les plus importantes
étant survenues après 1970.
1.2 Génétique du cancer
1.2.1 Processus multi-étapes
Les analyses génétiques nous ont permis d’apprendre beaucoup de choses sur la
biologie normale et sur les maladies en étudiant les propriétés des mutations qui
mènent à des perturbations de processus normaux. C’est particulièrement vrai dans le
cas du cancer. Il est maintenant clair que le cancer est dû à une série de mutations qui
s’accumulent dans la cellule. La tumongenèse humaine est un processus multi-étapes
complexe impliquant des altérations dans les proto-oncogènes et les gènes
suppresseurs de tumeur. L’effet de ces mutations s’exprime de différentes façons:
augmentation de l’habileté des cellules à proliférer, diminution de la susceptibilité des
cellules à l’apoptose ou augmentation du taux général de mutations de la cellule qui
favorise l’apparition de mutations menant à une dysfonction de la prolifération ou de
l’apoptose. Des études statistiques sur l’âge de l’incidence des tumeurs solides
humaines indiquent que 5 à 6 événements mutationnels indépendants contribuent à la
formation d’une tumeur (Peto, R. 1977). Dans les leucémies, seulement 3 ou 4
mutations dans différents gènes peuvent être nécessaires. L’étude de la carcinogenèse
chimique chez la souris a permis de comprendre la nature multi-étapes du cancer
3(Weinberg, RA.1989). Depuis, les études d’un bon nombre de cancers ont clairement
confirmé la nature multi-étapes du cancer (figure 1).
1.2.2 Activation de proto-oncogènes
Les proto-oncogènes codent pour des protéines qui sont impliquées dans le contrôle
de la croissance cellulaire. L’altération de la structure et/ou de l’expression des proto
oncogènes peut mener à leur activation et devenir des oncogènes capables d’induire
la transformation cellulaire. Les oncogènes peuvent être classés en 5 groupes selon
leurs propriétés fonctionnelles et biochimiques (tableau I): (1) les facteurs de
croissance, (2) les récepteurs de facteurs de croissance, (3) les transducteurs de
signaux, (4) les facteurs de transcriptions et (5) les phosphorylateurs de protéines,
incluant les régulateurs de la mort programmée cellulaire. L’activation des oncogènes
peut s’effectuer selon trois mécanismes (Bishop, JM. 1991) qui résultent en
l’altération de la structure des proto-oncogènes ou en l’augmentation d’expression de
ces proto-oncogènes:
1- Mutations : substitutions de bases, des délétions et des insertions sont
capables d’activer des proto-oncogènes. Les mutations ponctuelles sont
fréquemment détectées dans la famille ras des proto-oncogènes
(Rodenhuis, S. 1992).
2- L’amplification génique: expansion du nombre de copies d’un gène à
l’intérieur du génome d’une cellule. Des études ont montré que 3 familles
de proto-oncogènes, myc, erb B et ras, sont amplifiées dans un nombre
important de tumeurs
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Figure 1. Processus multi-étapes du cancer du côlon.




11q13.3 Sarcome de Kaposi
1 1q13.3 Carcinome de l’estomac
Récepteurs de facteurs de croissance
Tyrosine kinases: protéines membranafres
ErbB 7pl.ll.3 Carcinome des cellules
squameuses





Protéines G associées à la membrane
H-RAS llpl5.5
l2pl 1 112.1 AML, carcinome de la thyroide,
mélanome
Production constitutive Membre de la famille
Production constitutive Membre de la famille
FOF
Amplification génique Récepeur EGF






































Oncogène Chromosome Néoplasme Mécanisme d’activation Fonction protéique
KS3
HST
Gliome/fibrosarcome Production constitutive Chaîne B de FGF








Carcinomes du colon, poumon,
pancréas
N-RAS ipI 113 Carcinome, mélanome
Sérine/thréonine kinases: cytoplasmique
v-mos 8q11 (MOS) Sarcome











































63- Les réarrangements chromosomiques: détectés dans les malignités
hématologiques ainsi que dans quelques tumeurs solides (Croce, CM.
1987; Solomon, E. et ctt. 1991; Rabbits, TH. 1994).
Ces réarrangements consistent principalement en translocations et moins
fréquemment en inversions chromosomiques. Ces réarrangements peuvent causer des
malignités par deux mécanismes différents : (1) l’activation de la transcription de
proto-oncogènes ou (2) la création de protéines de fusion. L’activation de la
transcription d’un proto-oncongène se produit lorsque le réarrangement
chromosomique place un proto-oncogène près d’un récepteur des immunoglobulines
ou des récepteurs des cellules T. La transcription du proto-oncogène tombe sous le
contrôle du promoteur de ces gènes. La translocation t(8;14)(q24;q32), trouvée dans
environ 85% des cas de lymphomes de Burkitt est un exemple bien caractérisé
d’activation de la transcription d’un proto-oncogène. Le réarrangement place le gène
c-myc, situé sur le chromosome 8q24 sous le contrôle des éléments régulateurs du
locus de la chaîne lourde des immunoglobulines situés à 14q32 (Dalla, R. et al.
1982). La fusion de gènes mène à la production de chimère. En général, les deux
gènes contribuent au pouvoir transformant de la protéine chimérique produite. Le
premier exemple de gène de fusion a été découvert en clonant le point de cassure du
chromosome de Philadeiphie dans la leucémie myélocytaire chronique (LMC)
(Groffen, J. et aÏ. 1984). La translocation t(9;22)(q34;qll) mène à la fusion de c-abl
et bcr. La protéine de fusion a une activité tyrosine kinase augmentée et a une
localisation cellulaire anormale. Puisque la néoplasie est un processus multi-étapes,
plus d’un de ces mécanismes contribuent à la genèse de tumeurs en altérant un
nombre de gènes associés au cancer. L’expression complète du phénotype
néoplasique, incluant la capacité à métastaser, implique une combinaison d’activation
de proto-oncogènes et l’inactivation ou la perte de gènes suppresseurs de tumeur.
71.2.3 Inactivation de gènes suppresseurs de tumeur
La notion de gène suppresseur de tumeur découle de l’hypothèse de Knudson (1971)
qui proposait que la transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse
nécessitait au moins deux mutations, soit l’hypothèse des « two-hits ». Dans le cas de
la forme héréditaire du rétinoblastome, une copie du gène défectueux, Rb-], est
héritée des parents et est présente dans toutes les cellules. Environ 80% des porteurs
développent une tumeur dans les deux yeux avant l’âge de 5 ans, 15% dans un seul
oeil tandis que 5% sont des porteurs asymptomatiques. Les analyses subséquentes ont
démontré que le deuxième allèle de Rb-] était muté dans les cas de rétinoblastome
(Yandell, DW. et al. 1989). Étant donné que ces mutations mènent à l’inactivatïon
complète de Rb-] le terme anti-oncogène ou gène suppresseur de tumeur a été utilisé
pour décrire ce type de gène impliqué dans le cancer (figure 2). Le tableau fi contient
une liste partielle de gènes suppresseurs de tumeur. On peut remarquer que les gènes
suppresseurs de tumeurs jouent des rôles dans la régulation du cycle cellulaire, la
régulation de la transcription, l’apoptose, la réparation de l’ADN, etc. Les gènes
impliqués dans la réparation de l’ADN forment un sous-groupe de gènes suppresseurs
de tumeur. Comme les autres, ils sont inactivés dans certains types de cancer.
Contrairement aux gènes suppresseurs de tumeurs classiques qui sont directement
impliqués dans l’inhibition de la croissance ou la différenciation, l’inactivation de
plusieurs des protéines de réparation dans les cellules tumorales résulte en une
augmentation du taux de mutations (phénotype mutateur) dans d’autres gènes
cellulaires, incluant les proto-oncogènes et les autres gènes suppresseurs de tumeurs
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Figure 2. Rôle des mutations somatiques spontanées dans le rétinoblastome, une
maladie chez l’enfant marquée par des tumeurs rétiniennes. Les tumeurs surviennent
dans les cellules de la rétine qui portent deux allèles du gène Rb muté. ta) Dans le
rétinoblastome héréditaire, l’enfant reçoit un allêle normal Rb+ d’un parent et un
allèle muté Rb- de l’autre parent. Une mutation dans une cellule somatique
hétérozygote qui inactive l’allèle normal va produire une cellule homozygote pour
deux allèles mutés Rb- (b) Dans le rétinoblastome sporadique, l’enfant reçoit deux
allèles normaux Rb+. Deux mutations somatiques différentes, inactivant les deux
allèles dans une cellule particulière, sont requises pour produire une cellule
homozygote Rb-/Rb-.
9Tableau II. Liste partielle de gènes suppresseurs de tumeur
Gène Syndrome Cancers avec Fontion de la protéine
cancéreux mutations
héréditaire associé somatiques
RB] Rétinoblastome Rétinobtastome, Régulateur de la transcription; liaison





TP53 Syndrome Li- Approx. 50% de Facteur de transcription; régule le
Fraumeni tous les cancers cycle cellulaire et lapoptose
p]6 Mélanome familial, Approx. 25-30% Inhibiteur des cyclines-dependantes
Carcinome de plusieurs types kinases (i.e., Cdk4 and Cdk6)
pancréatique de cancer (e.g.,
familial sein, poumon,
pancréas, vessie)
j9ARf ? Approx. 15% de Régule la stabilité de Mdm-2 et
plusieurs types de augmente la stabilité de p53
cancer
APC FAP, syndrome Colorectal, gastric, Régule les niveaux de b-caténine
Gardner, syndrome endometrial dans le cytosol; liaison aux
de Turcot microtubules
BRCA1 Cancer héréditaire Ovarien (—10%), Réparation de l’ADN; forme un
du sein et ovarien rare dans le cancer complexe avec Rad 51 et BRCA2;
du sein régulation de la transcription
BRCA2 Cancer héréditaire Mutation rare dans Réparation de l’ADN; forme un
du sein, cancer le cancer complexe avec Rad 51 et BRCAI
pancréatique pancréatique
WT-] WAGR, syndrome Tumeur de Wilm Facteur de transcription
Denys-Drash
NF-J Neurofibromatose Mélanome, p2lras-GTPase
type 2 neuroblastome
PTEN/MMACJ syndrome Cowden; Gliome, sein, Phosphoinositide 3-phosphatase;
cas sporadique de prostate, protéine tyrosine phosphatase
cancer du syndrome carcinome
juvénile polypose folliculaire de la
thyroide,
carcinome de la
tête et du cou
MSH2, MLHJ Hereditary non-
€olorectal, Réparation des mauvais
Plis], PMS2, polyposis colorectal gastrique, appariements de base
MSH6 cancer (HNCC) endometrial
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1.3 Le cancer: maladie comp]exe
Des études épidémiologiques ont montré que le risque de cancer diffère non
seulement entre les populations, mais aussi sur une base individuelle. Cette variabilité
inter-individuelle dans la susceptibilité au cancer peut être due à plusieurs facteurs
race, genre, état de santé, âge, diète et la variabilité génétique qui est à la base de mon
projet (figure 3). En effet, la réponse de l’hôte face à son environnement dépend
notamment de polymorphismes fonctionnels dans les gènes impliqués dans le
métabolisme des carcinogènes ainsi que les enzymes impliquées dans la réparation de
l’ADN. Certaines études ont mis en évidence l’effet de l’exposition à des
carcinogènes chimiques comme le benzène, la peinture, les pesticides et certains
médicaments anticancéreux sur le taux de cancers pédiatriques (McBride, ML. 1998).
Le lien entre la variation inter-individuelle dans le métabolisme des carcinogènes et la
formation d’adduits au niveau des macromolécules a été établi, il y a de ça plusieurs
années (Hanis, CC. 1990). Par conséquent, si l’efficacité du métabolisme des
carcinogènes ou l’efficacité du système de réparation est diminuée, le fardeau
mutationnel augmentera (phénotype mutateur) et aura donc un impact sur la
probabilité d’activer les proto-oncogènes ou inactiver les gènes suppresseurs de
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figure 4. Mécanisme de cancérogenèse et mécanismes de protection.
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2. La biotransformation des carcinogènes
Les facteurs environnementaux reconnus pour causer le cancer chez l’humain
incluent:
1- les substances chimiques comme les organochiorés (pesticides), les solvants
organiques (benzène) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques
produits lors de la combustion de matières organiques (fumée de cigarette,
cuisson des aliments, etc)
2- les facteurs physiques comme les UV ou les radiations ionisantes
L’exposition aux carcinogènes requiert généralement une activation métabolique pour
interagir avec des macromolécules comme les protéines et l’ADN. Les processus
d’activation et de conjugaison sont gouvernés par les enzymes de la phase I et de la
phase II respectivement. L’activation métabolique des carcinogènes est gouvernée par
les enzymes de la phase I (par exemple cytochromes p450) qui catalysent des
réactions d’hydrolyse, de réduction et d’oxydation. Les enzymes de la phase II (par
exemple glutatione-S-transférases) contribuent à la détoxification des substances
activées pendant la phase I (figure 4). Les enzymes de la phase fi catalysent des
réactions de glucuronidation, sulfatation, acétylation, méthylation et conjugaison avec
le glutathion ou les acides aminés. Ces réactions transforment les molécules activées
en produits moins réactifs et solubles facilitant ainsi leur élimination de l’organisme
par l’urine ou ta bile (Lai, C et Shields, P.G. 1999). Certains polymorphismes
modifiant l’activité biochimique de ces enzymes du métabolisme des carcinogènes
ont fait l’objet de nombreuses études (Krajinovick, M. et al. 2001).
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3. Réparation de l’ADN
Le maintient de l’intégrité du matériel génétique est d’une importance capitale pour la
survie d’un organisme. Il est démontré que dans une cellule de mammifère
métaboliquement active, il survient jusqu’à 10 000 lésions à l’ADN chaque jour ce
qui est incompatible avec la vie si elles ne sont pas éliminées (Lindahi, T. 1993). Par
conséquent, les cellules eucaryotes possèdent des mécanismes pour repérer, signaler
et réparer ces dommages et ainsi protéger le génome contre l’apparition de mutations
pouvant mener à des maladies comme le cancer. Plusieurs agents endommagent
l’ADN, incluant les rayons UV, les radiations ionisantes, les produits réactifs de
l’oxygène et une variété de composés chimiques endogènes et exogènes. Les lésions
induites par ces agents sont différentes incluant des bris simple-brin et doubles-brins
de l’ADN, l’altération de bases, la formation d’adduits, des liaisons inter- et intra-brin
et autres dommages (Friedberg, EC. et al. 1995). De plus, lors de la réplication de
l’ADN des erreurs peuvent survenir et causer des mauvais appariements et des
délétions. Il y a trois principales voies pour éliminer ces lésions: (1) la réparation par
excision de bases (BER), (2) par excision de nucléotides (NER) et (3) la réparation
des mauvais appariements. De plus, il existe deux autres voies de réparation pour les
cassures doubles-brins de l’ADN soit la réparation par recombinaison homologue
(HRR) et la réparation non-homologue (NHEJ).
3.1 Réparation par excision de bases (BER)
La réparation par excision de bases (figure 5) élimine principalement les adduits qui
ne déforment pas l’ADN comme ceux produits pas les agents méthylants ou les bases
oxydées, réduites ou fragmentées causées par les radiations ionisantes et les
dommages oxydants. Il y a deux principaux événements qui surviennent dans ce type
de réparation. Premièrement, il y a hydrolyse du lien N-glycosylique qui lie la base
endommagée à la chaîne désoxyribose-phosphate créant ainsi un site AP (apurinique
ou apyrimidique). La classe d’enzyme responsable de cette étape est appelée
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glycosylase. Il existe au moins 5 glycosylases, dont la glycosylase 8-hydroxyguanine
(hOGG1) qui contribue à l’élimination des lésions 7,$-dihydro-8-oxoguanine (8-
oxoG) qui sont les lésions les plus abondantes induites par les radiations ionisantes et
le stress oxydant (Sancar, A. 1995). La seconde étape est le clivage du sucre abasique
résultant par une AP endonucléase en 5’ du site AP engendrant ainsi des résidus
3’OH et S’désoxyribose phosphate. Jusqu’à maintenant, une seule endonucléase
HAP-1 a été rapportée chez l’humain (Wood, R. D. 1996). L’achèvement de la
réparation nécessite l’élimination du résidu désoxynbose-phosphatidique en 5’ généré
par l’AP endonucléase. Cette étape est réalisée par l’activité phosphodiestérase de
l’ADN polymérase f3. La brèche est ensuite remplie par l’ADN polymérase f3 et
ensuite scellée par l’ADN ligase ifi. XRCC1 joue également un rôle dans la BER.
Cette protéine à multidomaines interagit avec l’ADN et avec trois enzymes, la
polymérase poly ADP-ribose (PARP), l’ADN ligase ifi et l’ADN polymérase f3
toutes trois impliquées dans cette voie de réparation (Kim, S-U. et al. 2002). XRCC1
jouerait le rôle de protéine adaptatrice et il a été démontré que XRCC1 maintient la
stabilité et le niveau de l’ADN ligase ifi in vivo (Caldecott, K. et al. 1994).
3.2 Réparation par excisîon de nucléotîdes (NER)
La réparation par excision de nucléotides (figure 6) intervient sur les lésions
encombrantes ou qui provoquent une distorsion importante de l’hélice d’ADN. Elle
élimine les adduits formés par l’action des carcinogènes chimiques comme le
cisplatine et des photoproduits de l’ADN engendrés par les rayons ultraviolets de type
C (UV-C) (Wood, RD. 1996; Lindhal, T. et al. 1997). Chez l’homme, le système
NER est le mécanisme principal impliqué dans la réparation des dommages produits
par les UV. Cette voie de réparation implique la participation des produits d’au moins
30 gènes. Il a été établi que l’étape initiale de reconnaissance du dommage est la
liaison de XP-C qui recrute les autres composantes de cette voie de réparation
(Sugasawa, H. et aÏ. 1998). XP-E reconnaît les lésions cyclobutane pyrimidine
puisqu’il possède une haute affinité pour les dommages causés par les UV (Keeney,













Figure 5. Mécanisme de réparation excision de bases. (web.mit.edu!bevin!
www/alkback.shtml)
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pour l’organisation de l’appareillage de réparation autour de la lésion (Eker, AP. et aï
1992). XP-A interagit avec RPA, ERCC1 et TFIIH qui participent également à la
NER. Plusieurs hélicases dont XP-B et XP-D participent à la reconnaissance et à
l’élimination des lésions. XP-B et XP-D font parties des sous-unités de TFIIII
(Schaeffer, L. et al. 1993; Schaeffer, L. et al. 1994; Lehmann, AR. 1998). La fonction
de ces hélicases est d’ouvrir l’hélice d’ADN autour du dommage pour permettre aux
nucléases d’inciser l’ADN endommagé. Ensuite, un oligonucléotide de 30
nucléotides est excisé. Deux incisions sont produites sur Je brin endommagé, une de
chaque côté de la lésion. Deux nucléases différentes créent ces incisions. ERCC1-
XPF et XP-G sont deux nucléases ayant une spécificité différente. XP-G coupe en 3’
de la région simple-brin de l’ADN et ERCC1-XPF coupe en 5’ (O’Donovan, A. et aï.
1994). Le résultat est l’élimination de la portion d’ADN endommagé. La fonction de
RPA dans ce type de réparation est de stabiliser l’ADN autour de la lésion en
coopération avec d’autres enzymes. La dernière étape est le remplissage de la brèche.
Des études in vitro ont démontré que les facteurs de réplication RPA, RF-C ainsi que
PCNA et les ADN polymérase et (Hubscher, U. et Thommes, P. 1992; Shivji,
MK. et al. 1995) sont requis pour une synthèse efficace. Ensuite, la ligase I scelle la
brèche réparée (Lindahl, T. et Barnes, DE. 1992). Trois désordres génétiques peu
fréquents à transmission autosomale récessive sont associés à une déficience dans la
voie de réparation NER: Xeroderma pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne
(CS) et la forme photosensible de trichothiodystrophie (TTD). Ces désordres
montrent des phénotypes cliniques distincts (Tableau ifi).
XFC—923
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Figure 6. Mécanisme de réparation par excision de nucléotides.
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Tableau ifi. Défaut de réparation dans la voie NER et TCR
Syndrome Gène défectueux Voie touchée Phénotype Références
Xeroderma XP-A, -B, -D, -F, - NER + TCR extrême photosensibilité Kramer et
pigmentosum (XP) G (NER) pigmentation anormale de la peau al. 1987
incidence du cancer de la peau très élevée
Syndrome Cockayne CS-A, CS-B (90%) 1CR (NER +BER) Retard mental Nance et
(CS) XP-B, -D, -G TCR (NER +BER) Retard de croissance Berry 1992
neurodégération
dégénération rétinienne
Forme photosensible de XP-B TCR (NER +BER) Photosensibilité Itin et
trichothiodystrophie XP-D 1CR (NER ÷BER) Retard mental Pittelkow
(TTD) autre sous-unité de Transcription Retard de croissance 1990
TFIIH* Cheveux cassants et déficients en sulfure
*pas de photosensibilité
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3.3 Réparation coup]ée à la transcription (TCR)
Une des causes les plus communes à l’arrêt de l’ARN polymérase est la présence de
lésions sur le brin transcrit de gènes actifs (Tornaletti, S. et Hanawait, Pc. 1999). Le
blocage d’une ARN polymérase II au niveau d’un gène essentiel est suffisant pour
mener à la mort de la cellule affectée. Pour contourner ce problème, la réparation des
dommages dans les gènes activement transcrits se produit plus rapidement que dans
les régions non transcrites du génome. cette réparation plus rapide n’est pas
seulement due à la plus grande accessibilité de l’ADN dans les régions activement
transcrites puisqu’il a été démontré que c’est spécifiquement le brin transcrit qui est
réparé préférentiellement (Mellon, I. et aÏ. 1987). Le brin non-transcrit du même gène
est réparé à un taux similaire aux régions non transcrites. Initialement, il a été proposé
que la TCR était un sous-mécanisme de la NER, mais maintenant il est connu que
plusieurs lésions éliminées par BER sont réparées via la TCR (Svejstrup, J. 2002). La
première étape est la reconnaissance de l’arrêt de l’ARN polymérase II. Cette étape
est effectuée par les protéines CSA et CSB. Ensuite, l’ARN polymérase U est enlevée
et TFIIH est recruté au niveau de la lésion. Par la suite, la lésion est réparée soit par la
voie NER ou BER selon le type de lésion.
3.4 Réparation des mésappariements (MMR)
Les cellules eucaryotes disposent d’un système de réparation similaire à celui d’E.
cou pour corriger les mésappariements d’un seul nucléotide ainsi que les petites
boucles (jusqu’à 4 nucléotides mésappanés) qui surviennent lors de la réplication, de
la recombinaison et de la désaminatïon des cytosines (Modnch, P. et Lahue, R. 1996;
Kolodner, R. 1996). L’hétérodimère M$H2IMSH6 (MutSa) reconnaît un
mésappariement d’un nucléotide ou une boucle de un à deux nucléotides et

























Figure 7. Mécanisme de réparation des mauvais appariements (MMR). La partie de
gauche représente la réparation d’un mésappariement d’un seul nucléotide. La partie





nucléotides (figure 7). Le complexe ADN-MutS est reconnu à son tour par
l’hétérodimère MutLa composé de protéines homologues de MutL de E. cou,
MLHI/PMS2 (Aquilina, G. et Bignami, M. 2001). L’étape de resynthèse/ligation est
similaire à celle de la réparation par excision de nucléotides. Des études ont démontré
un rôle important de PCNA, le facteur accessoire des ADN polymérases 6 et , dans
le système de réparation des mésappariements (Umar, A. et aÏ. 1996).
Le cancer du côlon est d’origine héréditaire dans environ 10 à 20% des cas. Un défaut
au niveau du gène APC explique en partie ces cas héréditaires. Par contre, les cas qui
ne sont pas causés par un défaut dans ce gène sont associés au désordre Hereditary
nonpoÏyposis cotorectat cancer (NNPCC) qui est responsable d’environ 2 à 5% de
tous les cas de cancer du côlon (Boland, CR. 1998; Vasen, FWA. et aÏ. 1991). Une
mutation dans un des gènes impliqués dans la MMR peut être montrée dans la
majorité des cas. Parmi les gènes de la MMR, des mutations dans le gène MLHÏ et
MSH2 comptent pour plus de 90% des mutations détectées dans les cas de HNPCC
(Peltomiild, P. et Vasen, FWA. 1997). Des mutations dans le gène MSH6 ont été
trouvées chez quelques familles, et de rares mutations dans PMS Ï et PMS2 ont été
décrites. Les cellules affectées de ces individus portent un allèle non fonctionnel d’un
gène de la voie MMR; si le second allèle est perdu ou inactivé, la cellule ne peut plus
réparer les erreurs survenant lors de la réplication de l’ADN. Les cellules accumulent
des centaines d’erreurs/mutations à chaque division cellulaire. Les cellules tumorales
ont donc un phénotype mutateur. Puisque plusieurs mutations surviennent dans les
répétitions de mononucléotides, dinucléotides ou trinucléotides (i.e les
microsatellites) retrouvés un peu partout dans le génome, le phénotype mutateur est
également appelé le phénotype d’instabilité des microsatellites (MI). Environ 10 à
15% de l’ensemble des cas de cancers du côlon montre un tel phénotype mutateur
(Aaltonen, LA. 1993 ; Ionov, Y. et aÏ 1993 ; Esteller, M. et aÏ. 1998). Récemment,
l’inactivation de MLHY dans ces cas a été démontrée et est due à des changements
épigéniques comme la méthylation de séquences régulatrices de la transcription
(Leung, LY. et aÏ. 1999; Cunningham, JM. et aÏ. 1998; Herman, JG. et aÏ. 1998).
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Presque tous les cancers du côlon avec instabilité des mïcrosatellites ont des
mutations au niveau des séquences répétitives présentes dans les régions codantes
des gènes TGF f3 TIR et BAX. Les mutations du gène TGF f3 IIR permettent
d’échapper à l’inhibition de la croissance induite par TGF f3 tandis que les mutations
dans BAX interfèrent avec son effet anti-apoptotique
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi ?call=bv.View..ShowSection&nd=cmed.
section.d1e12080$). Donc, la carcinogenèse dans les cancers du côlon avec instabilité
des microsatellites peut impliquer des mutations dans des gènes critiques différents
de ceux impliqués dans les autres cas de cancer du côlon (APC, K-ras, p53, etc).
3.5 Réparation des cassures doubles-brins (DSBs repair)
Les lésions doubles-brins de l’ADN (DSBs) peuvent être générées par une variété
d’agents génotoxiques, incluant les radiations ionisantes. Elles peuvent également
survenir lors de recombinaison somatique comme la recombinaison V(D)J qui est le
processus par lequel les domaines variables des immunoglobulines et des récepteurs
des cellules T sont assemblés à partir des éléments V, D et J dans les cellules pré-B
dans la moelle osseuse et dans les cellules pré-T dans le thymus (Fugmann, SD. et aï.
2000). Il est crucial que les cellules reconnaissent ces bris et les réparent puisqu’un
seul bris double-brin peut mener à la mort cellulaire, et un défaut de réparation peut
mener à l’apparition de mutations ou la perte de matériel chromosomique. Ces lésions
sont de potentiels déclencheurs de carcinogenèse via l’activation de proto-oncogènes
ou l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur.
Il existe deux voies de réparation des cassures doubles-brins: la réparation par
recombinaison homologue (HRR) et la réparation non-homologue (NHEJ). Dans les
cellules de mammifères, la situation est différente de celle observée chez la levure.
Jusqu’à récemment, la voie NHEJ était perçue comme la principale voie de réparation
des lésions doubles-brins. De récentes études ont démontré que la contribution de la
recombinaison homologue avait été sous-estimée chez les mammifères. Il semble que
les deux mécanismes de réparation sont d’importance égale mais qu’ils seraient
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utilisés à différents moments du cycle cellulaire. La voie NHEJ serait surtout
employée pendant la phase Gi jusqu’en phase S tandis que la voie par HRR serait
utilisée pendant la phase S tardive jusqu’en G2 (West, SC. et aÏ. 2000).
La réparation des lésions doubles-brins est déclenchée suite à la détection du bris.
Depuis plusieurs années, il a été démontré qu’une cascade de phosphorylation de
protéines mène à l’arrêt de la transcription, la réplication et la réparation. Il a été
suggéré que la protéine mutée dans l’ataxie telangiectasie (ATM) puisse être une des
premières kinases activées dans la réponse cellulaire aux DSBs (Buma, S. et al.
2001). Dans une cellule non-perturbée, il a été démontré que ATM est séquestrée
sous forme de dimères. Après une lésion de l’ADN, le domaine kinase d’une
molécule d’ATM phosphoryle l’autre molécule ATM avec laquelle elle interagit.
ATM est ensuite libérée du complexe et peut phosphoryler ses cibles dont l’histone
H2AX, p53, BRCA1 et peut-être BRCA2 (Bakkenist, CI. et Kastan, MB. 2003). Le
mécanisme exact par lequel ATM est activée est pour le moment inconnu. Chez les
mammifères, la phosphorylation de H2AX joue un rôle crucial dans le recrutement de
la machinerie de réparation ou des facteurs qui signalent la présence d’une lésion.
Cette phosphorylation permet la décondensation de la chromatine autour de la lésion
et ainsi facilite l’accès aux facteurs de réparation. L’activation d’ATM serait causée
par la lésion double-brin qui provoque un changement dans la chromatine (Barket, J.
et Lukas, J. 2003).
3.5.1 Réparation par recombînaison homologue (HRR)
Lors de la recombinaison homologue, la machinerie de réparation utilise une
molécule d’ADN homologue, c’est-à-dire la chromatide soeur ou le chromosome
homologue, comme gabarit pour une réparation efficace des bris d’ADN double-brin
se produisant lors de la méiose ou de la mitose (De Jager, M. 2001). Des analyses
génétiques chez la levure S. cerevisiae ont permis d’identifier un groupe de gènes
dont les produits jouent un rôle important dans la HRR: RAD5O, RAD51, RAD52,
RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE1 1 et XRS2. On connaît les homologues de
ces gènes chez les mammifères (Jackson, SP. 2001) à l’exception des gènes RAD55
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et RAD57. Il existe au moins S gènes qui ont été classés comme membres de la
famille RAD51 : XRCC2 et XRCC3 (Cartwnght, R. et aï. 199$; Liu, N. et al. 199$)
ainsi que RADS lB, RAD51C et RAD51D (Albala, JS. et aÏ. 1997; Rice, MC. et aï
1997; Cartwright, R. et al. 199$; Dosanjh, MK. et al. 1998; Pittman, DL. et al. 1998).
L’alignement des séquences des membres de la famille RADS 1 suggèrent que
RAD51D et XRCC3 ressemblent plus à RAD57 tandis que XRCC2 est plus similaire
à RAD55 (Thacker, J. 1999; Tsutsui, Y et aï. 2000). Il a été démontré que BRCAI et
BRCA2 sont impliquées dans la recombinaison et la réparation homologue (Zhang,
N. et aÏ. 1998; Venkitaraman, AR. 2000). Rad5 1 interagit avec BRCA1 et BRCA2
(Scully, R. et al. 1997). Par contre, la fonction de la liaison de BRCA1 et Rad5l n’est
pas claire car ce dimère est retrouvé en quantité minime dans les cellules représentant
environ 2 à 5% de la quantité totale de ces protéines. Pour ce qui est de la liaison de
BRCA2 et de RAD5Ï, il a été suggéré que BRCA2 séquestre RADS 1 prévenant ainsi
l’activation de la réparation pendant le métabolisme normal de la cellule. Le relargage
de RAD51 surviendrait suite à la phosphorylation de BRCA2 possiblement par ATM
après la détection d’une lésion double-brin (Venldtaraman, A.R. 2002).
La première étape de la HRR (figure 8) est le clivage de l’ADN de chaque côté de la
lésion dans la direction S’-3’ par une nucléase dont l’activité est associée au
complexe MRE11, RAD5O et XRS2 (NBS1 est l’homologue chez les mammifères)
(Haber, JE. 1998; Paull, TT et Gellert, M. 1998). BRCA1 qui interagit avec ce
complexe (Zhong, Q. et al. 1999; Wang, Y. et al. 2000) pouffait inhiber l’activité
nucléase de MRE11, permettant ainsi de réguler la longueur et la persistance de la
dégradation de l’ADN au site de cassure. La seconde étape débute par la liaison de
RAD52 aux extrémités 3’ simple-brin créées précédemment. RADS2 permet la
liaison de deux brins d’ADN complémentaires. De plus, RAD52 faciliterait la liaison
de RAD51 à l’ADN avec l’aide de RAD54 dont la fonction serait d’ouvrir la
chromatine. RADS 1 forme un filament nucléoprotéique qui permet la recherche de la
séquence homologue non-endommagée. Ensuite, RADS 1 catalyse d’une façon ATP
dépendante l’échange des brins d’ADN c’est-à-dire que la molécule endommagée
s’insère au niveau du duplexe d’ADN intact. Tous les membres de la famille RADS 1
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participeraient à cette étape puisque des études ont démontré l’interaction directe
entre RAD51, XRCC3 et RAD51C ainsi qu’une interaction entre RAD5ÏB,
RAD51C, RAD51D et XRCC2 (Masson, JY. et al. 2001; Liu, N. et al. 2002). Il est
donc possible que ces protéines interagissent ensemble, formant un plus gros
complexe protéique ou «recombinosome» qui s’assemblerait au niveau des lésions
double-brins d’ADN pour permettre leur réparation. Par contre, une étude a montré
que les deux complexes protéiques, RAD51-XRCC3-RAD51C et RAD51B-
RAD51C-RAD51D-XRCC2 ne s’associeraient pas ensemble (Liu, N. et aÏ. 2002).
La troisième étape consiste à la synthèse de l’ADN par l’ADN polymérase qui copie
l’information à partir du brin non-endommagé. Cette étape fait également intervenir
PCNA qui facilite la liaison de l’ADN polymérase 6 ou E. Finalement, il y a
migration et résolution de la jonction de Holliday et ligation de l’ADN. Les enzymes
participant à cette étape sont toujours inconnues.
Plusieurs désordres sont associés à des défauts dans les gènes impliqués dans la HRR
(Tableau W). Comme on peut le constater, tous ces syndromes causent une
augmentation du risque de développer un cancer. De plus, parmi les gènes impliqués
dans la HRR se trouvent les gènes BRCA1 et BRCA2. Des récentes études ont
clairement démontré que ces deux gènes étaient impliqués dans le développement du
cancer du sein et ovarien (Durocher, F. et aÏ. 1996 ; Simard, J. et aÏ. 1994). Les cas
familiaux de cancers du sein compte pour environ 5 à 10% de tous les cas et bon
nombre d’entre eux peuvent être liés à la présence de mutations germinales dans ces
gènes (Ford, D. et al. 1998; Couch, FJ. et al. 1997). Les cas familiaux de cancers
ovariens quant à eux comptent pour 8% de tous les cas et de récentes études
suggèrent que la plupart sinon la totalité de ceux-ci peuvent être corrélés avec la
présence de mutations dans ]es gènes BRCA1 et BRCA2 (Gayther, SA. et al. 1999).
La majorité des mutations identifiées dans ces gènes mènent à la formation d’une
protéine tronquée. Le cancer se développerait quand la seconde copie du gène est
perdue. Par conséquent, BRCA1 et BRCA2 agissent comme des gènes suppresseurs
de tumeur classiques dont la perte d’un seul allèle prédispose au développement d’un
cancer.
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Tableau IV. Quelques syndromes associés à un défaut de I-IRR
Syndrome Gène défectueux Phénotype Références
Ataxie- ATM neurodégération LH Thompson
telangiectasie (A- immunodéficience 2002
T) dilatation des petits vaisseaux sanguins
perte de fonction cérébelleuse
radiosensibilité
prédisposition aux cancers (60 à 180 fois dont
70% sont des lympliomes et des leucémies de
type T
Syndrome NESI immunodéficience LH Thompson
Nijmegen breakage radiosensibilité 2002
(NBS) prédisposition aux cancers
Ataxie- MRE1 1 radiosensibilité LH Thompson
telangiectasie-like prédisposition aux cancers (60 à 180 fois dont 2002
(ATLD) 70% sont des lymphomes et des leucémies de
type T
neurodégénération
dilatation des petits vaisseaux sanguins
perte de fonction cérébelleuse
Syndrome de BLM (interagit avec immunodéficience J German
Bloom (BS) Rad5l) retard de croissance 1993
sensibilité au soleil
augmentation de la fréquence du diabète
augmentation du risque de cancers
28
3.5.2 Réparation non-homologue (NHEJ)
Chez les eucaryotes, une composante importante du système de réparation NREJ est
l’ADN ligase IV (figure 8). Elle permet la ligation directe de l’ADN et fonctionne en
association avec la protéine adaptatrice XRCC4 (Jackson, SP.2001). Par contre, ce
complexe ne permet pas à lui seul la reconnaissance du bris. L’hétérodimère Ku
formé de Ku80 et Ku70 se lie de chaque côté de la lésion aux extrémités de l’ADN.
Cet hétérodimère recrute ensuite PRKDC (DNA-PKcs), une protéine kinase de la
famille des phosphoinositol kinases (Calson, P. 2003). Une fois liée à l’ADN,
l’activité kinase de la protéine est activée. À son tour Artemis (DCLER1C) est
recrutée et phosphorylée par DNA-PKcs ce qui mène à une modification de son
activité (Ma, Y. et aÏ. 2002). Ce complexe possède une activité endonucléase capable
de cliver les structures en épingles à cheveux formées lors de la recombinaison V(D)J
et de cliver les extensions 3’ tandis qu’Artemis, seule, possède une activité
exonucléase 5’-3’ sur l’ADN simple-brin (Ma, Y. et aÏ. 2002). Ce complexe
permettrait donc de modifier les extrémités de la lésion nécessaire à sa réparation par
XRCC4 et Lig W. Jusqu’à la découverte d’Artemis, on pensait que le complexe
Mrel 1-Rad5O-Xrs2 effectuait cette étape comme c’est le cas chez S. cerevisiae
(Boulton, SJ. et Jackson, SP. 1998).
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Figure 8. Représentation des voies de réparation des cassures doubles-brins.
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4 Nature d’un polymorphisme
4.1 Type
Un polymorphisme est une différence au niveau de la séquence d’ADN observée
entre les individus. Ce terme peut être appliqué à plusieurs situations allant du trait
génétique ou de maladies dans une population jusqu’à une variation dans la séquence
d’ADN ou de protéines. Les variations génétiques présentent à plus de 1% dans la
population sont considérées polymorphiques.
Il existe différents types de polymorphismes dont les polymorphismes de longueur et
les polymorphismes simples. Dans tout le génome, il y a une variété de différentes
séquences d’ADN dispersées, chacune d’elles étant répétées plusieurs fois à la suite
l’une de l’autre. Le nombre de répétitions peut varier d’une douzaine à plus d’une
centaine chez différents individus. Ces séquences sont connues sous le nom de
«nombre variable de répétition en tandem» (VNTRs). Un autre type de
polymorphisme est les microsatellites. Il existe plus de 50 000 copies de séquences
répétées dC-dA (répétées de 10 à 60 fois en tandem) dispersées à travers le génome.
Puisque les séquences plus longues répétées en tandem (VNTR) ont été également
nommées minisatellites, les séquences plus courtes répétées dC-dA ont été nommées
microsatellites. Le nombre de répétition d’un locus particulier varie de façon
polymorphique entre les individus et puisque ces séquences sont héritées de façon
stable, elles peuvent servir de marqueurs polymorphiques. La différence dans le
nombre de répétition entre deux microsatellites peut être de seulement quelques
nucléotides. Habituellement, le nombre de répétitions d’un marqueur microsatellite
est stable, mais dans quelques cancers, comme le cancer colorectal, le nombre de
répétitions de microsatellite dans les tumeurs diffèrent du nombre retrouvé dans le
tissu colorectal normal de ces mêmes patients.
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Le type de polymorphisme le plus simple et le plus commun est le changement
simple d’un nucléotide (SNP). Il se produit à une position au niveau de la séquence
d’ADN où il peut y avoir plus d’une base possible. Il est retrouvé à un taux de 1 à
chaque 300 bp ce qui représente environ 106 SNPs communs chez l’humain.
Différents types de SNP existent : les insertions et les délétions d’une paire de
nucléotides et les substitutions soit par transition entre deux purines ou deux
pyrimidines ou par transversion entre une purine et une pyrimidine.
4.2 Effet d’un polymorphisme
L’effet d’un polymorphisme simple dépend de sa localisation. Un SNP qui se trouve
au niveau d’une séquence génomique non-codante à l’extérieur d’un gène (gSNP)
n’aura aucun effet. Toutefois, si un SNP se situe au niveau de la séquence codante
d’un gène (cSNP), il peut avoir un impact fonctionnel. Comme les séquences
codantes sont traduites en protéine, une substitution de base peut mener à un
changement d’acide aminé. Elle peut altérer le repliement de la protéine, affecter un
site important pour des modifications post-traductionnelles comme un site de clivage
protéolytique, un site de phosphorylation ou de glycosylation ou modifier la
traduction d’une autre façon. Par contre, comme le code génétique est dégénéré, une
substitution de base se traduit souvent par le même acide aminé et ne cause pas
d’effet sur la protéine. Dans le cas d’insertion ou de délétion au niveau de la séquence
codante, il se produit un changement de cadre de lecture car elles causent un décalage
d’un nucléotide et changera la lecture de tous les acides aminés suivants. Les cSNPs
peuvent également causer l’apparition d’un codon stop prématuré menant à la
production d’une protéine incomplète. Les cSNPs peuvent donc produire un
changement de la forme ou de la taille de la protéine codée. Un tel changement peut
altérer la fonction biologique de la protéine soit en éliminant son activité, la réduisant
ou l’augmentant.
Les SNPs qui se trouvent à l’intérieur d’un intron sont nommés iSNPs. Si le iSNP se
situe près d’une jonction intron-exon, la production du transcrit primaire peut être
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affectée et un intron peut être conservé ou un exon peut être sauté. Un SNP dans la
région non traduite en 3’ peut avoir un effet sur la stabilité de l’ARNm.
Un polymorphisme au niveau de la séquence régulatrice (rSNP) peut affecter le
niveau de transcription du gène. Il peut affecter la liaison de l’ARN polymérase, faire
apparaître des nouveaux sites de liaison de facteurs de transcription ou en faire
disparaître modifiant ainsi le niveau de transcription. Cette classe de polymorphisme
est à la base de mon projet car peu d’attention jusqu’à maintenant a été attribuée aux
rSNPs puisque leur effet fonctionnel est plus difficile à évaluer étant donné qu’ils ne
provoquent pas un changement direct de la séquence de la protéine codée.
4.2 Détection de polymorphismes
Pour détecter de nouveaux SNPs, il existe différentes méthodes. Il y a le séquençage,
le SSCP (single-stranded conformational polymorphism), les analyses
d’hétéroduplexes entre autres par dHPLC et la détection enzymatique des mauvais
appariements. Dans cette section, une description des méthodes les plus utilisées en
plus des avantages et inconvénients est donnée.
4.2.1 Séquençage
Il y a deux méthodes de séquençage, la méthode de Maxam et Gilbert (Maxam, AM.
et Gilbert, M. 1977) et la méthode de Sanger (Sanger, f. et al.1977). La méthode la
plus utilisée est la seconde. Le séquençage est basé sur l’observation que lorsque
l’ADN polymérase ajoute un nucléotide synthétique modifié à un brin en processus
de synthèse, la polymérisation arrête. Les nucléotides synthétiques utilisés pour
arrêter la réaction sont des didésoxynbonucléotides (ddNTP) qui ne possèdent pas de
OH sur le carbone en 3’ de leur groupe désoxyribose. Par exemple, en présence de
ddATP, la terminaison de la chaîne se produira lorsqu’un A apparaît sur le brin
synthétisé (un T sur ta séquence de référence). Si la bonne proportion de dATP
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normaux par rapport aux ddATP est utilisée, seulement quelques molécules se
termineront à chaque T de la séquence de référence. Ceci générera une série de
nouveaux brins d’ADN, chacun partant d’une extrémité de la chaîne jusqu’à la
position d’un T. Si on utilise des ddNTPs radioactifs, les produits sont séparés par
électrophorèse sur gel de polyacrylamide. Quatre réactions différentes sont préparées,
une pour chaque ddNTP différent. On peut également utiliser des ddNTPs marqués
avec 4 fluorescents de couleurs différentes. La migration se fait par capillaire, chacun
des quatre ddNTPs fluorescent d’une couleur différente lorsqu’ils sont illuminés par
un laser et un scanner automatique donne la lecture de la séquence (figure 9).
Le séquençage manuel est une technique très efficace pour la détection de
polymorphismes. Par contre, le débit n’est pas très rapide. Pour ce qui est du
séquençage automatique, le débit est très élevé mais les coûts le sont également
même si ceux-ci ont beaucoup diminué depuis quelques années (Ellis, LA. 2000). De
plus, comme chaque ddNTP fluoresce à une intensité différente la détection des
hétérozygotes est parfois difficile puisqu’on peut confondre avec le bruit de fond.
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Une technique simple de détection de polymorphismes est « single-stranded
conformation polymorphism» (SSCP). Cette technique se base sur le principe qu’il y
a une différence de mobilité sur un gel non-dénaturant entre deux molécules simple-
brin d’ADN à cause de la structure secondaire qu’ils forment. Les molécules d’ADN
simple-brin peuvent se refermer sur elles-mêmes grâce à des interactions intra-brin
entre les bases formant une structure secondaire. L’altération d’une simple base dans
une molécule d’ADN courte modifiera l’interaction intra-brin entre les bases. Un
fragment d’ADN de même longueur, mais ayant une structure secondaire différente
migrera différemment lors d’électrophorèse sur gel non-dénaturant. II suffit donc
d’amplifier par PCR en utilisant des dNTP radioactifs la région d’intérêt à tester, de
dénaturer les produits de PCR suivi d’une renaturation pour permettre la formation de
structures secondaires de chaque brin d’ADN. Ensuite, les produits sont séparés par
électrophorèse sur gel non-dénaturant. Les fragments contenant un SNP peuvent être
identifiés par leur profil de migration différent (figure 10). Une nouvelle alternative
au SSCP traditionnel est le F-SSCP. Les produits de PCR sont marqués à chaque
extrémité avec de la fluorescence. L’électrophorèse s’effectue par capillaire et la
lecture et l’analyse se fait automatiquement par un scanner à fluorescence.
Le SSCP classique comporte quelques limitations. D’un point de vue théorique, il est
pratiquement impossible de prédire la structure secondaire. En pratique, le SSCP est
limité par la taille du fragment et nécessite l’essai de plusieurs conditions pour
obtenir le maximum de sensibilité. Il est connu que l’analyse d’un fragment plus long
que 300 pb diminue grandement la sensibilité de la technique (Hayashi, K. 1991). La
modification du SSCP en F-SSCP a permis l’amélioration de la technique. Elle est
maintenant beaucoup plus adaptée à une détection à haut débit, plus efficace pour
détecter les polymorphismes et plus facile d’utilisation. L’efficacité de détection se















Figure 10. Représentation schématique de la




La technique du NPLC dénaturant (denaturing high performance liquid
chromatography, dHPLC) a été développée récemment comme méthode de détection
de polymorphismes pouvant compétitionner quant à la simplicité et la sensibilité avec
le SSCP. Le dHPLC est une technique qui permet, entre autres, la détection rapide de
la présence de polymorphisme en identifiant les échantillons hétérozygotes. Les
produits de PCR, préalablement dénaturés, sont refroidis lentement pour permettre
aux échantillons hétérozygotes de former des hétéroduplexes et des homoduplexes
tel qu’illustré à la figure 11. Par la suite, la séparation de ces différents duplexes
permet la détection de polymorphismes. Comme les hétéroduplexes commencent à se
dénaturer plus rapidement que les homoduplexes à cause du mauvais appariement au
niveau du polymorphisme, ils seront élués en premier de la colonne (figure 12). Pour
détecter les individus hétérozygotes, le fragment de PCR doit être partiellement
dénaturé (50 à 99,9%) autour de la région contenant le polymorphisme. Comme la
position des polymorphismes est inconnue on sélectionne les températures
nécessaires pour pouvoir analyser en totalité le fragment de PCR (figure 13).
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Figure 11. Représentation graphique de la formation des hétéroduplexes.
Partially Denaturïng:
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Figure 13. Profile de dénaturation à 3 températures d’un fragment de 185 pb tel
qu’évalué par WAVEMAKER. La recherche de polymorphismes inconnus sur la
totalité du fragment nécessitera l’analyse à 2 températures différentes : les SNPs du
côté 5’ seraient détectés à une plus basse température que celle du côté 3’.
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Quand on observe que le pic se déplace vers un temps de rétention plus court (vers la
gauche, figure 14), cela signifie que cette température permet le début de la
dénaturation du fragment. À ce point, la présence d’un polymorphisme pourra être
détectée par l’apparition d’un ou deux pics supplémentaires qui seront élués juste
avant les homoduplexes.
Cette technique est facile d’utilisation, possède un débit élevé et a un pouvoir de
détection des polymorphismes très élevé. Des études ont rapporté un taux d’efficacité
allant de 95 à 100% (Gross, E. 2000; Premstaller, A. 2002; Dobston-Stone, C. et al.
2000). Contrairement au SSCP, le dHPLC peut détecter la présence de
polymorphismes dans des fragments allant jusqu’à 1,5 kb. Par contre, un désavantage
du dHPLC est la difficulté de distinguer les homoduplexes entres eux. En d’autres
mots, le génotypage est effectué en parallèle avec cette approche.
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Figure 14. Représentation d’une courbe de titration de températures. Dans cet
exemple, la température idéale se situe entre 61 et 62°C.
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5 Inter-relation entre le métabolisme des xénobiotiques et la réparation de
l’ADN
Il existe une relation importante entre le métabolisme des xénobiotiques, la réparation
de l’ADN et la variation génétique. En effet, si on reprend le modèle décrit
précédemment, on peut comprendre que l’effet d’un polymorphisme fonctionnel au
niveau de n’importe quelle composante de ces deux voies peut avoir un impact sur la
susceptibilité à développer un cancer (figure 15). Par exemple, un polymorphisme
causant une augmentation de l’activité d’une enzyme de la phase I sera associé à une
plus grande concentration d’intermédiaires réactifs capables d’interagir avec les
macromolécules, d’où une augmentation du risque de dommages causés à l’ADN. Par
conséquent, si un autre polymorphisme situé dans une enzyme de réparation cause
une diminution de son activité, ces dommages seront réparés moins efficacement et
par conséquent le risque de développer un cancer est accru. Plusieurs études ont déjà
montré une association avec la présence de polymorphismes dans les gènes de
réparation et un risque plus élevé de développer différents types de cancer (tableau
V). Par exemple, on peut remarquer que la présence de polymorphismes dans certains
gènes de la voie BER, comme hOGG1, est souvent associée avec une susceptibilité
élevée au cancer du poumon. Il est logique de penser que la présence d’un
polymorphisme diminuant l’activité d’une de ces enzymes place les cellules à une
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Figure 15. Représentation hypothétique de l’inter-relation du métabolisme des
xénobiotiques et de la réparation de l’ADN.
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Tableau V. Liste partielle d’étude d’association montrant un effet entre la présence de
polymorphismes et le risque de développer un cancer
Gène Voie de réparation Position Changement Association avec le cancer Références
XRCC1 BER 194 Arg-Trp poumon, sein, colorectal W Ladiges 2002
399 Arg-Gln poumon, sein, colorectal, peau W Ladiges 2002
XRCC3 HRR 241 Thr-Met mélanome, vessie SL Winsey et al. 2000
hOGG1 BER 326 Ser-Cys poumon L Le Marchand 2002
cancer orolaryngial A Elahi 2002
prostate J Xu 2002
PRKDC NHEJ 2140 Arg-Cys sein YYu et al. 2001
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6 Leucémie de l’enfant
6.1 Incidence
En Amérique du Nord, un individu sur trois sera atteint d’un cancer au cours de sa
vie. Cependant, les cancers pédiatriques ne représentent que 1% de l’ensemble des
cas (Statistiques canadiennes du cancer, 2002). Par contre, ils constituent la première
cause de décès chez les enfants de O à 19 ans malgré une amélioration de plus de 50%
du taux de survie depuis 50 ans. Les cancers les plus fréquents sont les cancers du
système hématopoïétique représentant 26% des nouveaux cas et 32% des décès. Il
existe plusieurs types de leucémie selon le type de cellules affectées, soit la leucémie
myéloïde aigu ou chronique et la leucémie lymphoblastique aiguè ou chronique.
Dans le cadre de mon projet, la leucémie lymphoblastique aigu (LLA) a retenu notre
attention. La LLA constitue plus de 75% des cas de leucémies. Le taux de survie sur
5 ans pour les enfants atteints de LLA était seulement de 5% au début des années 60,
pour atteindre 80% aujourd’hui.
6.2 Caractéristiques de la LLA
Le développement de la LLA est causé par la prolifération maligne des
lymphoblastes, les cellules progénitrices des lymphocytes T et B, qui se trouvent dans
la moelle osseuse, le sang périphérique et d’autres organes. La moelle osseuse produit
tellement de ces cellules qu’elle ne peut plus produire suffisamment de globules
rouges, de leucocytes et de plaquettes résultant en une anémie et une susceptibilité
aux infections sévères. La LLA peut se développer à partir de n’importe quelle
cellule lymphoïde, incluant les cellules primitives. Près de 85% des cas de LLA sont
le résultat de l’expansion clonale d’une cellule précurseur d’un lymphocyte B (LLA
pré-B). L’expansion d’un précurseur des cellules T représente environ 15% des cas
(LLA pré-T) tandis que la leucémie à cellules B matures ne constitue qu’environ 1%
des cas. La forme pré-B est considérée comme étant la forme la plus facilement
curable. Des anomalies génétiques (gains ou pertes chromosomiques, transiocations
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menant à la formation de gènes de fusion, délétions ou inactivation de gènes
suppresseurs de tumeur) sont retrouvées dans les cellules de plus de la moitié des
patients atteints de LLA. La découverte de ces anomalies a contribué grandement à la
compréhension de la pathogénèse et du pronostic de la maladie, par contre peu est
connu sur la susceptibilité génétique et les facteurs environnementaux. Comme
d’autres cancers sporadiques, la LLA peut être considérée comme une maladie
génétique complexe où une série de gènes moduleraient l’effet de facteurs extérieurs,
modifiant ainsi le risque individuel de développer cette maladie (Krajinovic, M. et al.
2001, Krajinovic, M. et al. 2002a, Krajinovic, M. et al. 2002b; Sinnett, D. et al 2000;
Infante-Rivard, C. et al. 2002).
6.3 Réparation de l’ADN et leucémogenèse
L’instabilité génétique est la marque de commerce des cancers. Deux principaux
types d’instabilité ont été décrits, soit l’instabilité des microsatellites discutée
précédemment retrouvée principalement dans les cancers du côlon et l’instabilité
résultant de réarrangements chromosomiques. Des évidences suggèrent que cette
instabilité résulterait d’une perturbation du système de réparation des cassures
double-brin (Khanna, KK. et Jackson, SP. 2001; Schar, P. 2001). Comme la leucémie
est souvent associée avec la présence de translocations et de délétions, elle est un bon
modèle pour étudier ce phénomène d’instabilité. Un groupe a récemment démontré in
vitro qu’une augmentation de l’activité de la voie NHEJ et plus spécifiquement une
activité déréglée de l’hétérodimère Ku7OIKu8O contribuerait à l’instabilité génétique
observée dans la leucémie myéloïde (Gaymes, TJ. et al. 2002). Plusieurs désordres
génétiques mentionnés précédemment comme le syndrome de Bloom ou l’ataxie
télangiectasie sont associés avec un risque élevé de développer des malignités
hématologiques. De plus, des études ont démontré que ATM était relié avec la
pathogenèse de la leucémie lymphocytaire chronique à cellules B. La perte d’un allèle
suite à une délétion et la présence de mutations dans le second allèle ont été retrouvés
chez ces patients suggérant un rôle pour ATM dans la leucémogenèse (Schaffner, C.
et al. 1999). Dans notre laboratoire, nous avons également montré une association
entre des variants présents dans le gène de réparation MLHI (Mathonnet, G. et al.
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sous presse). De plus, le variant A676G du gène MLH1 est associé avec un risque
plus élevé de rechutes ou de décès suggérant ainsi un rôle important de cet allèle dans
la réponse au traitement de la LLA (Krajinovic, M. et al. 2002).
7 Régulation de l’expression génique
7.1 Structure générale d’un promoteur
Dans un gène typique, une région appelée le coeur du promoteur est localisée
immédiatement en amont du gène. Le coeur du promoteur lie l’ARN polymérase II
(Pol II) et ses facteurs accessoires (« la machinerie générale de transcription ») et
permet à la Pol II d’initier la transcription au bon endroit. Immédiatement en amont
du coeur du promoteur se situe le promoteur régulateur et plus loin soit en amont ou
en aval se trouvent les séquences enhancers (figure 16). Les promoteurs régulateurs
ainsi que les enhancers lient des protéines appelées facteurs de transcription qui
contrôlent la transcription du gène. L’activation se produit suite au recrutement de la
machinerie générale au coeur du promoteur via l’interaction entre les activateurs
liés au promoteur. Quelques activateurs sont exprimés de façon ubiquitaire tandis que
d’autres ne sont exprimés que dans certains types cellulaires régulant les gènes
nécessaires à une fonction cellulaire particulière. Pour qu’un gène soit transcrit
activement, la chromatine doit être remodelée. L’ADN doit être décondensé au
niveau des régions régulatrices de façon à être accessible pour la liaison de facteurs
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Figure 16. A. Modèle typique d’un gène avec les composantes jouant un rôle dans
l’activation et l’inactivation de ce gène B. Activation d’un gène et assemblage du
complexe de pré-initiation de la Pol II (Carey, M. et Smale, ST. 2000).
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Un coeur de promoteur typique comprend des séquences d’ADN entre —40 et +50
approximativement par rapport au site d’initiation de la transcription (Smale, ST.
1994). Les éléments du coeur du promoteur (1) lient et contrôlent l’assemblage du
complexe de pré-initiation contenant la Pol II, les facteurs de la transcription générale
et les coactivateurs ; (2) positionnent le site de l’initiation de la transcription et
contrôlent la directionnalité de la transcription; et (3) répondent aux activateurs et
répresseurs proximaux ou distaux dans une cellule. Dans la majorité des cas, les
éléments du coeur du promoteur ne jouent pas un rôle direct dans la régulation de la
transcription.
Un coeur de promoteur typique contient les éléments suivants (figure 17):
1. Le motif TATA. Cet élément de séquence, dont le consensus est TATAAA,
est localisé 25-30 pb en amont du site d’initiation de la transcription. La boîte
TATA est suffisante pour activer la transcription quand un activateur se lie à
un élément régulateur qui se trouve près. La sous-unité TBP de TFIID se lie
directement au motif TATA. La liaison de TFDD à la boîte TATA permet le
recrutement du reste de la machinerie de transcription générale.
2. L’élément initiateur (Inr). Bien que le Inr possède les mêmes fonctions que la
boîte TATA en permettant la formation du complexe de pré-initiation, en
déterminant la localisation du site de départ et en médiant l’action
d’activateurs, il chevauche directement le site d’initiation de la transcription.
L’activité fonctionnelle de Inr dépend de la séquence PyPyA+1NT/ApyPy qui
est reconnue par les protéines TAF11 et Pol II.
3. L’élément en aval du coeur du promoteur (downstream core promoter
element; DPE). Le DPE est une séquence de 7 nucléotides (séquence
consensus RGAJTCGTG) qui est située 30 pb en aval du site d’initiation. Il
est trouvé dans beaucoup de gènes de mammifères.
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TFIIB recognition Initial r Downstream coteelement TATA motif
°r
promoter element
H 0/C6/C010 CGCCJ TATAAA J jPy Py AN T/APyfj j RG AIT CGTG J—
I I I I
—38 —32 —26 ÷1 +30
Figure 17. Éléments de séquence d’un coeur de promoteur.
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4. L’élément de reconnaissance TFIIE (BRE). Le BRE lie TFIIB et se situe à la
position —32 à —38, juste en amont de la boîte TATA et à la séquence G/C,
G/C, G/A, CGCC.
La structure spécifique du coeur du promoteur d’un gène particulier joue un rôle de
régulation de la transcription non pas en interagissant avec des protéines spécifiques
au type cellulaire mais en fournissant un contexte approprié pour une activation
efficace.
La régulation de la transcription est contrôlée par la liaison de protéines à des
séquences spécifiques d’ADN au niveau du promoteur régulateur et des enhancers.
Le promoteur régulateur est défini comme étant la région environnant le coeur du
promoteur sur une distance de quelques centaines de paires de bases du site
d’initiation de la transcription. Un enhancer est défini comme une région contrôle
trouvée à une plus grande distance du site d’initiation de la transcription, soit en
amont ou en aval d’un gène ou dans un intron. Les enhancers lient des activateurs et
d’autres protéines qui sont impliquées dans le remodelage de la chromatine. Une fois
les activateurs liés, l’ADN forme une boucle permettant ainsi à l’ADN d’interagir
avec les protéines liées au coeur du promoteur et au promoteur régulateur (figure 1$).
Ces interactions stabilisent l’assemblage du complexe de transcription.
Les activateurs sont des protéines modulaires formées de domaines distincts pour lier
l’ADN et activer la transcription. Le domaine de liaison à l’ADN dirige l’activateur
vers des sites spécifiques tandis que le domaine d’activation interagit avec la
machinerie générale pour la recruter au niveau du promoteur. Les protéines
régulatrices sont regroupées en différentes familles par la séquence et la structure de
leur domaine de liaison à l’ADN. Le domaine d’activation de la transcription réfère à
une grande variété de domaines protéiques qui interagissent directement avec les
composantes de la machinerie transcnptionnelle ou avec des coactivateurs. La



































transcription quand elle est liée à un domaine de liaison à l’ADN. Plusieurs
activateurs possèdent plus d’un domaine d’activation.
7.2 La génétique régulatrice
Un polymorphisme au niveau des régions régulatrices ne change pas la séquence
protéique, mais peut affecter le niveau de l’expression du gène. Il est donc plus
difficile de prédire l’impact du polymorphisme sur la seule base de la séquence
d’ADN. Un tel polymorphisme au niveau des régions régulatrices peut mener à
l’apparition ou à la disparition de sites de liaison de facteurs de transcription causant
ainsi une perturbation au niveau de l’expression du gène. Il existe quelques exemples
dans la littérature de polymorphismes dans les régions régulatrices ayant un impact
fonctionnel. Le gène glycine N-méthyltransférase (GNMT) code pour une protéine
impliquée dans le maintien de la stabilité génétique et est souvent moins exprimée
dans les cas de carcinomes hépatocellulaires (HCC) (Tseng, T-L. 2003). Dans cette
étude, l’impact fonctionnel de polymorphismes en 5’ a été caractérisé à l’aide
d’études de gène rapporteur et d’EMSA (electromobility shift assay). Le résultat était
que la diminution d’expression de ce gène pourrait être causée par la disparition d’un
site de liaison d’un facteur de transcription. Une analyse fonctionnelle d’un variant au
niveau du promoteur du gène codant pour la chaîne I du récepteur de l’interféron-
gamma impliqué dans la susceptibilité à la malaria a été publiée (Jûliger, S. et al.
2003). Dans cette étude, le polymorphisme coïncide avec un site de liaison d’un
facteur de transcription abolissant la liaison de ce facteur au niveau du promoteur. Par
conséquent, la baisse du niveau d’expression de ce gène observée pourrait être
expliquée par ce polymorphisme. Un article de revue regroupant l’étude de 151
variants fonctionnels retrouvés dans 107 gènes différents montre que 133 de ces
variants se situent à l’intérieur de 2 kb en amont du site d’initiation de la
transcription, 5 dans la région 3’ UTR, 7 dans les introns et 6 à une distance plus
grande que 2 kb.
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8. Hypothèse
L’hérédité joue un rôle important dans le développement de maladies complexes
comme l’hypertension, l’asthme et le cancer. La variabilité génétique pourrait
expliquer la différence de susceptibilité observée entre les individus. Des
polymorphismes au niveau des régions codantes peuvent avoir un impact fonctionnel
en modifiant la structure ou l’activité de la protéine. Également, puisque le niveau
protéique régule plusieurs voies métaboliques, des polymorphismes régulateurs
peuvent influencer des processus biologiques et modifier le risque de développer
certaines maladies en modifiant le niveau de transcription du gène correspondant.
Grâce aux nombreux efforts portés au projet du génome humain, le développement de
stratégies à haut débit pour identifier des séquences d’ADN qui sont importantes pour
la régulation des gènes chez les mammifères devient de plus en plus important. Par
contre, jusqu’à tout récemment la caractérisation du promoteur d’un seul gène
demandait beaucoup de temps et d’efforts. Par conséquent, des données sur la
structure détaillée des promoteurs de chacun des gènes du génome humain ne sont
pas disponibles. Pour mener une étude sur la variabilité observée au niveau des
régions régulatrices de certains gènes, il faut par conséquent délimiter une région
suffisamment grande pour éviter de manquer des éléments de régulation. Nous avons
défini arbitrairement la région régulatrice comme un domaine de 2kb situé en amont
du premier exon. Nous proposons que la variabilité d’expression ou d’activité causée
par la présence des rSNPs dans les gènes codant pour des composantes de réparation
de l’ADN est associée à une susceptibilité inter-individuelle face aux maladies
complexes comme le cancer.
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9 Objectifs du projet
Les objectifs spécifiques de mon projet étaient:
1. Évaluer à l’aide d’études d’association l’importance de cSNPs présents dans
les gènes de réparation XRCCI, XRCC3 et hOGG1 potentiellement
impliqués dans la susceptibilité à la leucémie lymphoblastique aigu
2. Identifier des polymorphismes dans les régions régulatrices (rSNPs) en 5’ de
15 gènes impliqués dans la réparation des cassures doubles-brins
3. Évaluer l’impact fonctionnel des rSNPs, à l’aide d’analyses in sitico:
prédiction de gain/perte de sites de liaison pour des facteurs de transcription
et in vitro : vérification des prédictions par expériences de gel de retardement
(EMSA)
4. Mesurer l’impact des rSNPs «fonctionnels» dans la susceptibilité à la





1.1 Population de représentation mondiale
Nous avons analysé par dHPLC 40 échantillons d’ADN (80 chromosomes) provenant
d’individus appartenant à 5 groupes distincts représentants la population mondiale.
La liste et l’origine des échantillons utilisés sont représentées dans le tableau VI. Les
échantillons d’ADN utilisés dans le groupe d’Africains ainsi que dans le groupe
d’Amérindiens proviennent de la collection Corieli. Les autres échantillons
proviennent d’individus qui ont accepté de donner un échantillon de sang et certaines
données démographiques (sexe, âge et origine ethnique) sur une base anonyme (non-
nominatif). Ce projet a été accepté par le comité d’éthique institutionnel et un
formulaire de consentement éclairé a été signé par chacun des participants. Nous
avons utilisé ce nombre d’échantillons pour être en mesure de détecter les variants
fréquents. Le tableau VII représente le pouvoir de détection en fonction de la
fréquence du variant et de la taille de l’échantillon.
1.2 Le groupe « cas »
Le groupe de patients génotypés dans les études d’association est constitué de 275
enfants atteints de LLA diagnostiqués à la clinique d’hémato-oncologie de l’hôpital
Ste-Justine de Montréal. Les critères d’inclusion pour participer à l’étude sont: (1)
être d’origine canadienne-française se basant sur le lieu de résidence, le nom, la
langue parlée et le lieu de naissance; (2) la disponibilité du matériel biologique; (3)
histoire médicale complète. Ces données sont documentées dans notre base de
données. Le matériel biologique de ces patients provient du sang périphérique, de la
moelle osseuse en rémission et/ou de frottis bucaux. Les patients et/ou leurs parents
ont signé un formulaire de consentement dans lequel ils acceptent de participer à cette
étude.
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Tableau VI: Composition des groupes continentaux étudiés


















Amérindiens Amérique du Sud 8
Tableau VII. Pouvoir de détection des variants
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1.3 Le groupe « témoin »
Le groupe témoin utilisé pour nos études d’association est composé de 330 individus
non reliés. Les échantillons ont été obtenus sur une base volontaire et anonyme. Les
critères d’inclusion, à l’exception de l’histoire médicale complète, sont identiques à
ceux du groupe cas. La distribution géographique du groupe témoin est similaire à
celle des patients afin de former un groupe se rapprochant le plus des cas. Ce groupe
est composé de trois sous-groupes
1- Sang du cordon ombilical prélevé dans la salle d’accouchement de
l’hôpital (groupe contrôle A)
2- Individus venus au centre de prélèvement de l’hôpital pour des conditions
non-cancéreuses (groupe contrôle CP)
3- Employés de l’hôpital (groupe contrôle MQF).
2 Études d’association
Une étude d’association permet de mesurer l’impact de l’exposition ou d’une
variabilité génétique, comme c’est le cas dans mon projet, sur la susceptibilité de
développer la LLA. Dans une étude d’association, les sujets sont choisis sur la base
de la présence (cas) ou l’absence (témoins) de la maladie spécifique étudiée, ici la
LLA. L’approche la plus commune des études d’association est que les cas et les
témoins sont sélectionnés dans la même population. L’association entre l’exposition
ou une variation génétique et une maladie est le plus souvent exprimée par le risque
relatif dans une étude de cohortes ou par le rapport de cotes (OR) dans les études
d’association. Les risques relatifs et de cotes caractérisent l’association entre
l’exposition ou la variation génétique et la maladie de façon relative. Dans le cas
présent, le rapport de cote représente l’impact d’avoir un allèle plutôt qu’un autre en
comparant la fréquence des allèles vanants chez les cas à la fréquence de ceux-ci
chez les témoins. La force des associations causales est mesurée avec des intervalles
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de confiance de 95%. Le seuil de signification est fixé à 5%. Un OR supérieur à 1
indique une augmentation du risque de leucémie alors qu’un OR inférieur à 1 indique
une protection. Le test du Chi carré est utilisé pour vérifier si la différence de
distribution des génotypes entre les cas et les témoins est significative.
3 Extraction d’ADN
L’ADN a été extrait des cellules mononucléées à l’aide de protocoles standards
(Baccichet, A. et al. 1997, Sinnett, D. et aï. 1988). La trousse d’extraction DNA
Purification Kit de PUREGENE a été utilisée dans le cas d’extraction d’ADN à partir
du sang périphérique. Le protocole d’extraction pour 10 ml de sang a été suivi selon
les directives du fabriquant. La concentration de l’ADN a été mesurée à l’aide d’un
spectrophotomètre (Ultrospec 2000 de Plia rmacia Biotech).
4 Détection de SNPs par HPLC dénaturant
4.1 Dessin d’amorces
Les amorces de PCR ont été choisies à l’aide du programme Primer3 (http://www
genome.wi .mi t.edu/cgi-bin/primer/pri mer3 www .cgi) afin de générer des produits de
PCR de 150-450 ph de façon à couvrir une région de 2 kb en amont de l’exon 1 des
gènes étudiés. Les caractéristiques de ces amorces sont présentées en annexe I. Pour
chaque amorce, un BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a été effectué pour
s’assurer que celle-ci était spécifique à la séquence d’intérêt. Lorsque les fragments
générés avaient un profil de dénaturation non-homogène, prédit par le programme
WAVEMAKER, des clamps GC ont été ajoutées à une ou l’autre des amorces pour
homogénéiser la température de dénaturation du fragment.
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4.2 Amplification PCR de l’ADN génomique
Les amplifications PCR ont été effectuées dans un volume de 20 à 60 tl de réactions
contenant de 5 à 20 ng d’ADN génomique, de 0,1 à 0,42 pM de chaque amorce, de
0,1 à 0,2 mM de dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech), de 1,2 à 2 mM de MgCl2,
de 0,5 à 1,8 U d’ADN polymérase (Platinum Taq DNA polymerase (GibcoBRL) ou
FastStart Taq DNA polymerase (Roche)). Les détails pour chaque réaction sont
donnés en annexe II. Les PCRs se font dans un appareil GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) en plaque de 96 puits. La dénaturation initiale de l’ADN et
l’activation de la polymérase s’effectuent à 95°C pendant 5 min suivi de cycles de
dénaturation à 95°C pendant 30s, d’appariement à une température variant de 51 à
63°C selon les cas, d’élongation à 72°C pendant 30s et d’une élongation finale à 72°C
pendant 7 min. Pour les détails, voir l’annexe ifi. Le succès de chaque amplification
a été vérifié par électrophorèse sur gel d’agarose 1%.
4.3 dHPLC
Le principe de la technique est décrit dans le chapitre 1 section 4.3. Les produits de
PCR, préalablement dénaturés à 95°C pendant 4 mm, sont refroidis pendant 45 min à
25°C pour permettre aux échantillons hétérozygotes de former des hétéroduplexes et
des homoduplexes. La plaque de PCR 96-puits est ensuite placée dans
l’échantillonneur automatique du dHPLC (WAVE DNA Fragment Analysis System,
Transgenomic). À l’aide du programme WAVEMAKER, on sélectionne les
températures à tester sur des échantillons contrôles. La liste des températures choisies
pour chaque fragment est énumérée en annexe IV. Pour chaque échantillon, 5 tl est
injecté, les fragments sont élués à un débit de 1,5 ml/min. Entre chaque injection, la
colonne est lavée avec 50% d’acétonitrile utilisant l’accélérateur du dHPLC pendant
0,5 min et ré-équilibrée. Les tampons utilisés sont préparés avec de l’acétate
triethylammonium (TEAA). La concentration du tampon A est de 0,1 M de TEAA et
la concentration du tampon B est de 0,1 M de TEAA avec 25% d’acétonitrile. Le
débit est de 16 échantillons par température par heure par dHPLC.
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4.4 Séquençage
Afin de déterminer la nature des rSNPs retrouvés dans les hétérozygotes, un
échantillonnage des individus montrant un profil de dHPLC variable est séquencé.
Comme contrôle, on séquence un échantillon provenant d’un profil de dHPLC non-
variable. Initialement, les échantillons étaient séquencés de façon manuelle. Les
produits de PCR à séquencer étaient préalablement purifiés en utilisant la trousse
Rapid PCR Purification System (GibcoBRL). Une fois purifiés, les produits de PCR
étaient séquencés à l’aide de la trousse Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator
Cycle Sequencing (USB). Les réactions ont été préparées suivant les instructions du
fabriquant. En résumé, 4 réactions sont préparées chacune contenant 0, 5 tl d’un [Œ
P]ddNTP et 2 cl de mélange de nucléotides. À chaque tube fut ajouté 4,5 tl d’un
mélange contenant 2 tl de tampon de réaction, 5 tl de produit de PCR, 1 pi d’amorce
25 tM et 2 tl d’enzyme. Les réactions furent ensuite placées dans un appareil
thermocycler «Touchdown» de Hybaid pendant 45 cycles de 95°C, 30s; 55°C, 30s
et 72°C, 30s. Ensuite, 4 tl de solution stop ont été ajoutés. Avant de déposer les
échantillons sur gel, ils sont placés 10 min à 70°C. Un gel dénaturant d’acrylamide
6% (19 :1 acrylamide/bis acrylamide) fut utilisé et migré à 50 mA . Le gel est ensuite
démoulé, transféré sur un papier Whatman, séché et placé dans une cassette avec un
film BioMax de Kodak. Par contre, la plus grande partie du séquençage a été
effectuée au Centre d’innovation Génome Québec et Université McGill à l’aide d’un
appareil 3700 DNA analyser d’ABI (applied biosystems).
4.4 Identification de séquences conservées entre l’homme et fa souris
Pour affirmer qu’une région est hautement conservée entre l’homme et la souris, on
doit trouver plus de 50 pb consécutives dont l’identité est supérieure à 80%. Une
région moins conservée correspond à plus de 50 ph consécutives dont l’identité est
inférieure à 80%. Les critères mentionnés précédemment corrèlent bien avec ce qui a
été mentionné dans les articles de Hardison, RC. et al. 2003 et Elnitski, L. et al. 2003.
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4.5 Prédiction in sitico
Ces prédictions proviennent du programme Matinspector
(http://www . genomatix .de/cgi-bin/matin spector.pl). Ce programme utilise la base de
données TRANSFAC. De plus, un score est attribué à chaque site prédit pour estimer
la probabilité de liaison du facteur en se basant sur la comparaison de notre séquence
avec la séquence consensus du site de liaison du facteur. Les résultats, dont le score
est supérieur à 0,7, sont incorporés dans notre base de données.
5 Hybridation spécifique d’un allèle (ASO)
5.1 Principe
L’ hybridation ASO (allele-specific-oligonucleotide) est une technique d’hybridation
permettant le génotypage de mutations préalablement identifiées. La stabilité de
l’association d’une sonde oligonucléotidique avec un brin d’ADN dépend non
seulement de la température, mais également du degré d’appariement. Un
mésappariement induit une instabilité de l’association entre la sonde et l’ADN, en
comparaison à un appariement parfait. Par conséquent, on peut génotyper un
échantillon d’ADN pour des variations connues en effectuant une série d’hybridations
avec des oligonucléotides rendant compte de ces variations dans leur séquence
(figure 19).
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Figure 19. Méthode de génotypage par l’approche PCR-ASO.
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5.2 Transfert des produits de PCR sur membrane (Dot blot)
La région génomique contenant le site polymorphique d’intérêt est amplifiée par la
méthode PCR. Les amorces utilisées et les conditions d’amplification sont indiquées
en annexe I. Les fragments de PCR sont dénaturés avant d’être transférés sur une
membrane de nylon pour y être fixés. Pour chaque échantillon, 180 d de solution de
dénaturation (0,4 N NaOH; 20 mM EDTA; 0,02% orange II) sont ajoutés
directement dans le puits de la plaque de PCR. Des aliquots de 100 tl sont ensuite
transférés en duplicata sur des membranes de nylon ( Hybond N+, Amersham) par
aspiration (Minifold 1, Schleicher et Schuell). Les deux membranes sont alors
brièvement rincées dans un peu d’eau distillée avant d’être disposées dans un four à
UV (Stratagene UV stratatinker 1800). Les membranes sont alors exposées à 120 mJ
de rayonnement UV afin de lier de façon covalente l’ADN à la membrane.
5.3 Marquage radioactif des sondes ASO
La liste complète des sondes oligonucléotidiques utilisées dans cette étude est
présentée dans le tableau Vifi. Des oligonucléotides de 15 mer complémentaires à la
séquence correspondant à chaque variant, ont été synthétisés chez Invitrogen. Les
sondes ont été marquées en 5’ avec du [y32JATP (5000Ci/mmol) et la T4 kinase
(Gibco BRL). Pour chaque sonde, 1,67 tM est incubé pendant 30 min à 37°C en
présence d’eau, de 0,325 tM de [y32]ATP, 1 X de tampon kinase F et 10 u de T4
kinase. Ensuite, 15 tl de EDTA sont ajoutés pour stopper la réaction.
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Tableau VIII. Liste des sondes ASO et conditions d’hybridation
Polymorphismes Séquence des sondes Tm T d’hybridation T de lavage
KU7O-731A GACGTAGAGGGCGTT 40 54 à 30* 40
KU70-73 1G GACGTAGGGGGCGTT 42 54 à 30 40
KU7O-533C CGTTAGCCTTAAGTG. 34 54 à 30 30
KU7O-533G CGTTAGCGTTAAGTG 34 54 à 30 30
KU70-4$9G AGACCACGCTCCTTC 40 54 à 30 30
KU7O-4$9A AGACCACACTCCTTC 37 54 à 30 30
KU7O-1599G GAGGCAGGAGTGCAC 42 54 à 30 30
KU7O-1599A GAGGCAGAAGTGCAC 40 54 à 30 30
KU7O-1469C GCATGACTCCTCCAT 37 54 à 30 30
KU7O-1469T GCATGATTCCTCCAT 34 54 à 30 30
KU7O-1296C TCGGCCAGCCGCCA 44 54 à 30 45
KU7O-1296G TCGGCCAGGCGCCA 44 54 à 30 45
XRCC1-R399 TCCCGGAGGTAAGGC 55 46 46
XRCC1-Q399 TCCCAGAGGTAAGGC 49 46 46
XRCC3-T241 GGCCACGCTGCGTGA 63 55 55
XRCC3-M241 GGCCATGCTGCGTGA 60 55 55
hOGG1-S326 GCCAATCCCGCCATG 60 55 55
hOGG1-C326 GCCAATGCCGCCATG 62 55 55
MnSOD-V-9 TGGCTCCGGTTflGG 57 50 50
MnSOD-A-9 TGGCTCCGGC1TGG 60 50 50
MnSOD-15$ CCCAGATAGCTCTTC 42 37 37
MnSOD-T58 CCCAGACAGCTCTTC 46 37 37
*Toutes les sondes dont la température d’hybridation indiquée est de 54 à 30 ont été
hybridées simultanément dans le même four.
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5.4 Hybridation
Les paires de membranes de nylon sur lesquelles furent fixés les échantillons d’ADN
dénaturés sont placées dans deux tubes de verre différents. Un volume suffisant de
solution d’hybridation contenant iX SSPE (150 mM NaC1, 10 mM NaH2PO, 1 mM
EDTA, pH 7,4), 0,75 M NaCI, 70 mM Tris, 1% SDS et 100 mg d’héparine,
préalablement chauffée, est ajouté dans les tubes puis ils sont placés dans un four
rotatif (Modèle 400, Robbins Scientific) à la température d’hybridation spécifique
pour une pré-hybridation (voir tableau Vifi). Après 30 minutes, les sondes sont
ajoutées, à raison de 2,5 tcl de sondes marquées pour 12,5 ml de solution
d’hybridation. Afin de s’assurer d’une plus grande spécificité des hybridations, il fut
décidé d’ajouter en excès un compétiteur. Ce compétiteur est la sonde froide
spécifique pour l’autre allèle étudié. Ici, 5 pi de sonde froide à 25M furent ajoutés
ce qui correspond à un ratio 15 :1 entre la sonde compétitrice et la sonde radioactive.
Ces sondes froides permettent de saturer les sites auxquels les sondes marquées
pourraient se lier de façon non spécifique. Les tubes sont ensuite remis dans le four
pour une durée d’environ 30 minutes, temps amplement suffisant pour permettre
l’hybridation dans le cas des hybridations simples ou bien jusqu’à ce que la
température redescende à la température minimum de l’hybridation lorsque plusieurs
hybridations sont effectuées en même temps dans un même four. Les membranes sont
ensuite rinsées 2 fois à température de la pièce avec une solution de SSPE 2X
contenant 0,1% de SDS et ensuite 1 fois pendant 15 minutes à la température de
lavage indiquée dans le tableau Vifi. Les membranes sont alors transférées dans des
sacs en plastique qui seront scellés et placés dans une cassette d’exposition avec un
film (Kodak, X-omat) en présence d’écrans intensificateurs pendant une nuit à -80°C.
Les membranes peuvent être réutilisées si nécessaire après décrochage des sondes
dans une solution bouillante de SDS 0,5%.
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6 Gel de retardation (EMSA)
6.1 Principe
La technique de gel de retardation permet de détecter les interactions ADN-protéines.
Cette méthode a été largement utilisée dans l’étude de séquence d’ADN spécifique
liant des protéines comme les facteurs de transcription. La technique est basée sur
l’observation que des complexes de protéines et d’ADN migrent plus lentement à
travers un gel non-dénaturant de polyacrylamide que des fragments libres d’ADN ou
des oligonucléotides double-brin. Cette technique consiste à incuber une protéine
punfïée ou un mélange de protéines (comme les extraits cellulaires ou nucléaires)
avec un fragment d’ADN marqué au P32 contenant le site putatif de liaison de la
protéine. La réaction est par la suite analysée sur un gel non-dénaturant de
polyacrylamide (figure 20). La spécificité de la liaison de la protéine à l’ADN pour le
site de liaison est établie par des réactions de compétition en utilisant des fragments
d’ADN ou des oligonucléotides contenant le site de liaison de la protéine d’intérêt ou
















Figure 20. Gel de retardation. Ligne 1: contrôle négatif; ligne 2 : contrôle positif
(extrait nucléaire + 011go AP2 marqué au P32; ligne 3: oligo AP2 marqué au P32 +
oligo froid AP2 (compétiteur spécifique); ligne 4: oligo AP2 marqué au P32 + oligo
TFIID froid (compétiteur non-spécifique).
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6.2 Extraits nuc]éaires
Nous avons utilisé des cellules HeLa pour obtenir des extraits nucléaires nécessaires
aux expériences de gel de retardation. Les cellules ont été récoltées et lavées avec 10
ml de TBS (Tris buffered saline). Ensuite les cellules ont été centrifugées pendant 5
min à 1500 x g. Le culot est resuspendu dans 1 ml de TBS, transféré dans un tube
eppendorf et centrifugé dans une microfuge à 13 000 rpm pendant 15 sec. Le TBS est
ensuite enlevé et le culot de cellules resuspendu dans 400 iil de tampon A froid (10
mM HEPES pH 7,9; 10 mM KCI; 0,1 mM EDTA; 0,1 mM EGTA; 1 mM DTT; 0,5
mM PMSF) en pipettant doucement. Les cellules sont placées dans la glace pendant
15 mm, ensuite 25 tl de 10% Nonidet NP-40 est ajouté et le tube est vortexé
vigoureusement pendant 10 sec. L’homogénat est centrifugé pendant 30 sec dans une
microfuge à 13 000 rpm. Le culot de noyaux est resuspendu dans 50 tl de tampon C
froid (20 mlvi HEPES pH 7,9; 0,4 M NaCI; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT;
1 mM PMSF, 1 mlvi Aprotinin) et le tube est vigoureusement mélangé à 4°C pendant
15 min en le plaçant sur une plate-forme agitatrice. L’extrait nucléaire est centrifugé
pendant 5 min dans une microfuge à 13 000 rpm à 4°C. Le surnageant est ensuite
récupéré et les protéines sont dosées en utilisant le réactif Bradford (Biorad).
L’extrait nucléaire est congelé à -80°C jusqu’à utilisation (Schreiber, E. et al. 1989).
6.3 Appariement des sondes
Les expériences de gel de retardation ont été effectuées dans le but de confirmer des
prédictions informatiques. Les rSNPs découverts par dHPLC qui potentiellement font
apparaître un site de liaison de facteurs de transcription ont été testés. La liste des
sondes testées est énumérée dans le tableau IX.
Tableau IX. Liste des sondes utilisées pour le gel de retardement.
Gène rSNP Séquences oligonucléotidigues





























































Les oligonucléotides ont été synthétisés chez Invitrogeiz. Chaque oligonucléotide était
simple brin. Pour obtenir des sondes doubles-brins, les oligonucléotides 5’-3’ (1,75
pM) ont été incubés avec les oligonucléotides 3’-5’ correspondants (1,75 tM) dans
un tampon d’appariement (ÏOx= 100 mM Tris-HC1 pH 7,5; 0,5 M NaC1; 10 mM
EDTA) pendant 3 min à 95°C et ensuite 1 h à la température de la pièce.
6.4 Marquage des sondes
Chaque sonde double-brin est ensuite marquée radioactivement. Le protocole de
marquage consiste à incuber pendant 10 min une solution contenant 2 d de la sonde à
marquer (1.75 pmo1/d), 1 d du tampon d’échange lOx, 1 d de la kinase T4, 5 l
d’eau et 1 d de yATP radioactif (3000 ci/mmol, Amersham). Après l’incubation, 1 pd
d’EDTA à 0,5 M est ajouté à la solution afin d’arrêter la réaction. Ensuite, 89 .d de
tampon TE (10 mM Tris-HC1 pH 8,0; 1 mM EDTA) sont ajoutés et les sondes sont
passées sur colonne G-25 (Amersham) pour éliminer la radioactivité non-incorporée.
6.5 Réaction de liaison
Par la suite, 4 réactions contrôles sont préparées à partir de la trousse de gel de
retardation (Promega): un contrôle négatif contenant 7 il d’eau, 2 pd de tampon de
liaison 5 x ; un contrôle positif contenant 5 l d’eau, 2 tl de tampon, 2 d d’extrait
nucléaire HeLa fourni ; un essai avec un compétiteur spécifique contenant 4 .d d’eau,
2 d de tampon, 2 d d’extrait nucléaire, 1 d de sonde compétitrice non-marquée
(SP1)(1,75 pmol) et un essai avec un compétiteur non- spécifique contenant 4 d
d’eau, 2 bd de tampon, 2 bd d’extrait nucléaire et luI de sonde non-compétitrice non
marquée (AP2) (1,75 pmol). Pour chaque sonde à tester, 2 réactions sont préparées:
une réaction positive contenant 4,5 il d’eau, 2 u1 de tampon, 2,5 u1 d’extrait
nucléaire HeLa préparée précédemment et un essai avec un compétiteur spécifique
contenant 3,5 u1 d’eau, 2 u1 de tampon, 2,5 u1 d’extrait nucléaire et 1 u1 de la sonde
testée non-marquée (1,75 pmol). Toutes les réactions sont incubées à 22°C pendant
10 min. Ensuite, 1 u1 de sonde marquée radioactivement est ajouté à chaque réaction
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correspondante. Les tubes sont incubés 20 min à 22°C. Par la suite, 1 d de tampon
de chargement 1OX (250 mM Tris-HCÏ pH 7,5; 0,2% bleu de bromophénol; 40%
glycérol) est ajouté.
6.6 Électrophorèse
Pour l’électrophorèse, on utilisait un gel non-dénaturant d’acrylamide 4% (60 :1
acrylamide/bis acrylamide) ou 6% (29 :1 acrylamide/bis acrylamide). Après avoir
déposé les échantillons, l’électrophorèse se déroule à la température de la pièce à
350V, pour un gel 4% ou à 190V pour un gel 6% jusqu’à ce que le bleu soit rendu
aux trois-quarts du gel. Après démoulage, le gel est séché (sur un papier Whatman),





1 Outil de génotypage
Nous avons utilisé l’approche PCR-ASO afin de génotyper un grand nombre
d’individus. Le principe de la méthode est décrit à la section 6 de la partie Matériel et
Méthodes. Des résultats représentatifs sont montrés dans la figure 21. Cette approche
a été utilisée pour les 2 études d’association de mon projet.
2 Polymorphismes dans les gènes XRCC1 (Arg399Gln), XRCC3 (Thr24lMet) et
hOGG1 (Ser326Cys)
2.1 Détermination de la fréquence de ces variants chez les patients LLA et chez
les témoins
Nous avons déterminé la fréquence des 3 polymorphismes illustrés à la figure 22 chez
un groupe d’enfants atteints de la LLA (n=275) et chez un groupe d’individus sains
(n=330), les deux groupes sont formés de Canadiens français résidant dans la
province de Québec. La fréquence allélique et la distribution des génotypes chez les
patients et chez les témoins sont donnés dans les tableaux X et XI respectivement.
Pour quelques individus, les génotypes n’ont pu être déterminés, ce qui explique la
variation du nombre d’échantillons listés dans les tableaux. La distribution des
génotypes du gène XRCC3 et hOGG1 suit la loi de Hardy-Weinberg. Par contre la
distribution des génotypes du gène XRCC1 ne la suit pas (patients p=O,OO4 et
contrôles p=O,OO3). Ce résultat pourrait être expliqué par la présence d’un autre
polymorphisme qui serait en déséquilibre de liaison avec celui étudié contre lequel
serait exercé une pression sélective. La fréquence allélique entre le groupe de patients
et le groupe de témoins diffère pour le gène hOGG1 l’allèle Cys326 est sous-
représenté dans le groupe des patients (tableau X). Par contre, aucune différence de
distribution de la fréquence allélique n’est observée pour les gènes XRCC1 et
XRCC3. Lorsque les génotypes ont été déterminés, nous avons observé que les
hétérozygotes hOGGlSer326/Cys326 et les homozygotes Cys326 étaient présents à
30,88% chez les patients comparativement à 43,47% chez les témoins (tableau XI).
Ces résultats suggèrent que le fait d’être porteur d’au moins un allèle Cys326 est
associé à une diminution du risque de développer la LLA (OR = 0,5$ ; 1C95%=0,41-
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0,81; p=O,002). Une légère différence entre la fréquence des homozygotes Met241
du gène XRCC3 est observée entre les patients et les témoins. Ces résultats pourraient
expliquer la diminution du risque, qui est non-significative, observée chez les
individus homozygotes comparativement aux individus hétérozygotes et
homozygotes Thr241 (OR=0,64; 1C95%=0,39-1,05; p=O,O84). La fréquence des
génotypes du gène XRCC1 ne diffère pas entre les patients et les témoins ce qui
suggère que ce polymorphisme n’est pas relié au risque de développer la LLA.
2.2 Détermination des allèles ancestraux
Pour déterminer les allèles ancestraux pour chacun des polymorphismes génotypés,
de l’ADN de primates non-humains a été analysé. Pour XRCC1, l’allèle ancestral a
été déterminé par PCRIASO et l’allèle trouvé est l’allèle majeur chez les humains.
Pour XRCC3, l’allèle ancestral n’a pu être déterminé puisque le PCR ne fonctionnait
pas avec l’ADN de chimpanzés. Pour hOGG1, l’allèle ancestral est l’allèle majeur
chez l’humain. Par contre, puisque l’hybridation ne donnait aucun résultat, les
échantillons de chimpanzés ont été séquencés. Une différence au niveau de la
séquence a été observée près de la position du polymorphisme ce qui explique
pourquoi l’hybridation ne fonctionnait pas (tableau XII).
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Ser326: GCC AAT CC GCC ATG





























figure 22. Représentation graphique des allèles étudiés. *allèle ancestral (tableau
MI).
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Tableau X. Fréquence allélique des gènes XRCC1, XRCC3 et hOGG1 chez les
patients LLA et les témoins
Allèles patients LLA Témoins OR* IC 95% p
n % n %
XRCC1
Arg399 347 62.86 408 61.63
G1n399 205 37.14 254 38.37 0,95 0,75-1,20 0,678
552 662
XRCC3
Thr241 333 64.53 382 60.44
Met241 183 35.47 250 39.56 0,84 0,66-1,07 0,160
516 632
hOGG1
Ser326 447 82.17 491 74.62
Cys326 97 17.83 167 25.38 0,64 0,48-0,85 0,002
Total 544 658
*OR calculés à partir du ratio du nombre dallèle mineur versus lallèle majeur chez les patients comparé avec le ratio chez les
individus témoins.
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Tableau XI. Distribution des génotypes du gène XRCC1, XRCC3 et hOGGi chez les
patients LLA et chez les témoins
Génotypes patients LLA Témoins OR* IC 95% p
n % n %
XRCC1
Arg3991Arg399 98 35.51 113 34.14
Arg399IGh399 151 54.71 182 54.98 0.96 0.68-1.35 0.86
G1n399IG1n399 27 9.78 36 10.88 0.86 0.49-1.53 0.667




Thr241/Thr241 102 39.53 115 36.39
Thr241/Met241 129 50.00 152 48.10 0.96 0.67-1.37 0.856
Met241/Met241 27 10.47 49 15.51 0.62 0.36-1.07 0.107
Met24lfMet24l** 27 10.47 49 15.51 0.64 0.39-1.05 0.084
258 316
hOGG1
Ser326/Ser326 188 69.12 186 56.53
Ser326/Cys326 71 26.10 119 36.17 0.59 0.41-0.84 0.004
Cys3261Cys326 13 4.78 24 7.29 0.54 0.33-0.93 0.087
Ser3261Cys326 + 84 30.88 143 43.47 0.58 0.41-0.81 0.002
Cys326/Cys326
272 329
*OR calculé à partir du ratio du nombre d’hétérozygotes, d’homozygotes des allèles mineurs ou de la somme des
hétérozygotes et des homozygotes de lallèle mineur versus le nombre d’homozygotes de lallèle majeur chez les
patients comparé avec le ratio chez les témoins
**OR calculé à partir du ratio d’homozygotes de lallèle mineur versus la somme des hétérozygotes et des
homozygotes de lallèle majeur chez les patients comparé avec le ratio chez les témoins
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Tableau XII. Allèles ancestraux





*L’amplification n’a pas fonctionné
**séquence chez l’humain GCC AAT CCC GCC ATG; Séquence
chez le chimpanzé GCC AAT CCC GCT GTG; en italique c’est la
position du polymorphisme et en gras c’est la différence de
séquence
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3 Détection de polymorphismes dans les gènes de réparation des cassures
doubles-brins.
3.1 Description des polymorphismes identifiés
La détection de polymorphismes a été effectuée à l’aide de la technique dHPLC
décrite à la section 4 du chapitre Matériel et Méthodes. Nous avons analysé les
variations de séquence pour 15 gènes codant pour des composantes du système de
réparation des cassures doubles-brins: ATM, BRCA1, BRCA2, DCLER1C, KU7O,
KU8O, LIGIV, MRE11A, NBS1, PRKDC, RAD5O, RAD51, XRCC2, XRCC3 et
XRCC4. La distribution globale des polymorphismes au niveau des 2 kb analysés est
illustrée dans le tableau Xffl. La distribution est relativement uniforme lorsqu’on
subdivise les 2 kb par fenêtre de 250 pb. La densité de polymorphismes par kilobase
est de 4,5. Cette valeur se rapproche des valeurs déjà publiées par d’autres groupes
(Stephens, M. et aÏ. 2001). Au total, 144 rSNPs distincts ont été identifiés : 53
transversions, 75 transitions, 16 délétions/insertions. En comparant le nombre de
profils variables identifiés et le nombre de profiles variables dont la présence de
polymorphismes a été confirmée par séquençage, on obtient une efficacité de
détection par le dHPLC de 79,6 % (Tableau XIII). Des 144 polymorphismes
identifiés, 39 (27%) rSNPs ne sont pas associés avec un site de liaison de facteurs de
transcription. Par contre, 105 (73%) SNPs font apparaître ou disparaître des sites
putatifs de liaison de facteurs de transcription. Parmi ceux-ci, 35 (24%) font
seulement apparaître un ou plusieurs sites, 31 (22%) font seulement disparaître un ou
plusieurs sites et 39 (27%) font apparaître et disparaître un ou plusieurs sites
(figure 23). L’ensemble de ces résultats est ensuite intégré dans notre base de données
(voir tableau XIV).
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La représentation graphique de la région régulatrice du gène Ku70 est illustrée à la
figure 25 où les 17 rSNPs identifiés par dHPLC et confirmés par séquençage sont
représentés. Parmi ceux-ci, 4 sont retrouvés dans une région conservée entre l’homme
et la souris. Aucun rSNP n’est situé dans une région répétitive. Le tableau XIV donne
une description détaillée des rSNPs ainsi que l’effet de chaque rSNP sur le gain/perte
de sites de liaison de facteurs de transcription. 76% des rSNPs identifiés dans le gène
Ku70 ont un effet sur le gain ou la perte de sites de liaison : 3 (18%) font gagner et
perdre des sites, 6 (35%) font seulement gagner des sites et 4 (23%) font seulement
perdre des sites de liaison de facteurs de transcription. La représentation graphique
de chaque région régulatrice de tous les autres gènes et les tableaux plus détaillés sont
en annexe V.
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Tableau XIII. Compilation des résultats obtenus pour la détection de rSNPs
# gènes analysés # kb par # profiles avec # profiles # SNPs Efficacité
par dHPLC fragments individu séquence avec SNPs distincts (°“°)
15 92 32,2 235 187 144 79.6
• Sans effet Sites appamissenUdisparaissent Sites apparaissent Sites disparaissent
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Figure 25. Représentation graphique de la région régulatrice du gène Ku70.
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Tableau XIV. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène Ku70
Gène Position Type de Base Pour Sites de liaison a]lèle Sites de liaison allèle jgon Répétition
polymorphisme de cent pjiir mineur conservée
référeg
nce GC
jjQ Exi -748 C->T C 59 Muscle Initiator octamer-binding
Sequence->0.877 factor 1, POU
specific domain
>0.88
transition Pax-6 paired domain serum response
protein->0.77 1 factor->0.663
Tax/CREB complex- TaxICREB complex
>0.729 >0.775
KU7O Exl.-733 A->G A 55 cAMP-responsive Activating
element binding transcription factor 6,




transcription factor, transcription factor,
regulator of regulator of
adenovirus E4 adenovirus E4
promoter->0.847 promoter->0.836
Mammalian C-type Mammalian C-type




KU7O ExI -731 A->G A 57 cAMP-responsive cAMP-responsive
element binding element binding
protein->0.98 protein->0.98
transition GLI-Krueppel-related GLI-Krueppel-related
transcription factor, transcription factor,
regulator of regulator of
adenovirus E4 adenovirus E4
promoter->0.847 promoter->0. 824
Mammalian C-type Hypoxia induced





KU7O Bxl -7 15 C->A C 63 COMPI, cooperates COMPI, cooperates
with myogenic with myogenic
proteins in proteins in
multicomponent multicomponent
complex->0.777 complex->0.8 14
Lransversion nuclear factor Y (Y- Ikaros 2, potential









KU7O Exl.-678 T->C T 61 COMPI, cooperates COMPI, cooperates 2953-3009
with myogenic with myogenic







KU7O Ex 1.-533 C->G C 55 Tax/CREB complex- early growth




KU7O Exl.-4$9 G->A G 67 runt-factorAML-1-
.. >1transition
KU7O Exl.-1599 G->A G 67
transition







KU7O Exl.-1384 C->T C 53 Mammalian C-type Mammalian C-type
LTR CCAAT box- LTR CCAAT box-
>0.851 >0.858
transition
KU7O Exl.-1296 C->G C 76 Member 0fb-zip Member of b-zip
family, induced by family, induced by
ER damage/stress, ER damage/stress,
binds to the ERSE in binds to the ERSE in
association with NF- association with NF
Y->0.947 Y->0.935





KU7O Exl.-16$7 C->T C 61 Ribonucleoprotein Activatorprotein 1- 1853-1962
associated zinc finger >0.963
















JiJ21 ExI -935 G->C G 73 VDRJRXR Vitamin NF-kappaB->0.899 2699-2770
transversion D receptor RXR VDRIRXR Vitamin
heterodimcr site- D receptor RXR
>0.889 heterodimer site-
>0.86
KU7O Exl.-$$4 T->C T 57c-Myc/Max c-Myc/Max 2699-2770
heterodimer->0.93 heterodimer->0.93
transition MIT (microphthalmia MIT (microphthalmia
transcription factor) transcription factor)
and TfE3->0.85 and TFE3->0.834
KIJ7O ExI.-869 DELG G 63cAMP-responsive cAMP-responsive
element binding element binding
protein->0.962 protein->0.962
nd GLI-Krueppel-related GLI-Krueppel-related
transcription factor, transcription factor,
regulator of regulator of
adenovirus E4 adenovirus E4
promoter->0. 836 promoter->0. 853
KU7O ExI -$45 G->C G 71 MYC-associated zinc MYC-associated zinc
finger protein related finger protein related
transcription factor- transcription factor
>0.922 >0.91
transversion stimulating protein 1 stimulating protein 1
SPi, ubiquitous zinc SPI, ubiquitous zinc







4 Étude in vitro de l’impact de rSNPs sur la liaison de facteurs de transcription
La présence de polymorphismes causant le gain et/ou la perte de sites de liaison de
facteurs de transcription est un indice de la présence de rSNPs fonctionnels. Nous
avons donc décidé de vérifier les prédictions in siÏico en utilisant la méthode de gel
de retardation. Nous avons choisi de tester in vitro les sites où un rSNP menait à un
gain de sites de liaison de facteurs de transcription (tableau XV). Pour chaque site
testé, deux sondes d’ADN double-brin d’environ 20 nucléotides ont été utilisées
chacune correspondant soit à la séquence de l’allèle majeur ou à l’allèle mineur. Nous
avons examiné la capacité de chaque sonde à lier des facteurs nucléaires isolés à
partir de cellules HeLa. L’ analyse des complexes ADN-protéines par électrophorèse
sur gel de polyacrylamide non-dénaturant a révélé, pour le rSNP Ku70-1687,
l’apparition d’une bande proéminente et spécifique pour la sonde correspondant à
l’allèle mineur (figure 26). Ce complexe est aboli totalement par l’ajout de la même
sonde non —marquée. On observe peu ou pas de liaison de facteurs nucléaires à la
sonde correspondant à l’allèle majeur. Ces résultats confirment la prédiction in silico.
Des résultats similaires ont été observés pour les rSNPs Ku70-489 et Ku80-1669
(tableau XVI). L’expérience de gel de retardation avec la sonde de l’allèle majeur du
gène Rad5O-1347 a montré une bande spécifique de complexes ADN-protéines,
tandis que la sonde de l’allèle mineur ne montre pas de liaison à des facteurs
nucléaires. Par contre, ces résultats sont contraires à la prédiction in sitico (tableau
XVI). Finalement, les expériences pour le gène MRE11A-1226 ont montré la
présence de bandes spécifiques avec les deux sondes testées. Toutefois, l’intensité de
la bande avec la sonde de l’allèle majeur est supérieure à l’intensité de la bande avec
la sonde de l’allèle mineur. Ces résultats ne concordent pas avec la prédiction. Les
autres sites testés n’ont montré aucun résultat concluant (tableau XVI).
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Tableau XV. Sites testés par gel de retardement et prédiction in silico de la présence
de sites de liaison de facteurs de transcription
Gène rSNP Sites de liaison mutants
DCLRE1C -1571C/G Se-Cys tRNA gen transcription activating
factor=0.803
X-box binding protein RFX1=O.936
DCLRE1C -1$92G1C Sox-5=0.979
KU7O -489G/A Runt-factor AML- 1 = 1.000
KU7O -1687C/T Activator protein 1=0.963
Ribonucleoprotein associ ated zinc finger
protein MOK-2(human)=0.982
Sterol regulatory element binding
protein=0. 851
KU8O -205A1G NF-kappa B=0.827
KU8O -207A1C E2F, involved in ceil cycle regulation,
interacts with Rb p107 protein=0.804
KU8O -297C/T AREB6 (Atp lai regulatory element
binding factor 6)=0.981
KU8O -1669T/A Complex of Lmo2 bound to Tal-l, E2A
proteins, and GATA-l, half-site 2=0.989
Serum response factor=0.687
MRE1YA -1226A1C Heat shock factor 1=0.966
NMGI(Y) high-mobility-group protein
1(Y), architectural transcription factor
organizing the framework of a nuclear
protein-DNA transcriptional
complex=0.932
Nuclear factor of activated T-cells=0.9$4
Octamer-binding factor 1=0.823
NBS 1 -692C1T Octamer-binding factor 1, POU-specific
domain=0.864
RAD5O -52A1G Zinc finger with interaction domain=0.884
RAD5O -1 347/insT myocyte enhancer factor=0.967
XRCC2 -1 164G1C Barbiturate-inducible element=0.892
HNF-3/Fkh homolog 2=0.938
XRCC4 -1864T/C Activator protein 4=0.976
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Figure 26. Résultats de gel de retardation pour le polymorphisme à la position —1687
du gène Ku70. Ligne 1=contrôle négatif, ligne 2=contrôle positif, ligne 3= contrôle
avec compétiteur spécifique, ligne 4=contrôle avec compétiteur non-spécifique, ligne
5=sonde allèle majeur, ligne 6=sonde allèle majeur plus compétiteur spécifique, ligne
7=sonde allèle mineur, ligne 8=sonde allèle mineur plus compétiteur spécifique.
.
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Tableau XVI. Résultats des expériences de gel de retardement
Gène rSNP Résultat Variation Comparaison







KU7O -489G/A + oui pareil







KU8O -1669T1A + oui pareil
MRE1 lA -1226A1C + oui différent
NES1 -692C/T
- non -
RAD5O -52A1G - non -
RAD5O -1347/insT + oui contraire
XRCC2 -1164G1C - non -
XRCC4 -1864T/C - non -
+ : présence d’un résultat concluant, -: absence de résultat concluant.
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5 Étude d’association pour ]e gène Ku70
Nous avons décidé d’étudier l’impact de certains polymorphismes du gène Ku70 sur
la susceptibilité à développer la LLA à l’aide d’une étude d’association. Par les
expériences d’EMSA, nous avons identifié des rSNPs ayant un impact sur la liaison
de facteurs de transcription. Nous avons trouvé important de poursuivre l’analyse de
ce gène, puisque certains polymorphismes semblent avoir un impact fonctionnel.
5.1 Détermination de la fréquence des variants du gène Ku70
Nous avons déterminé la fréquence de 5 polymorphismes présents dans le gène
Ku70: —1469C/T, -1296C1G, -731G/A, -533C1G et —489G1A chez un groupe
d’enfants atteints de la LLA (n=250) et chez un groupe d’individus sains (n=279), les
deux groupes sont formés de Canadiens français résidant dans la province de Québec
ainsi que chez un groupe d’individus de représentation mondiale (tableau VI). Nous
avons choisi d’étudier tous les polymorphismes identifiés par dHPLC présents chez
les Canadiens français. La distribution des génotypes chez les patients et chez les
témoins est donnée dans le tableau XVII. Pour quelques individus, les génotypes
n’ont pu être déterminés, ce qui explique la variation du nombre d’échantillons listés
dans le tableau. La distribution des génotypes des positions —1296, -731, -533 et —489
suit la loi de Hardy-Weinberg. Par contre, la distribution des génotypes du
polymorphisme -1469 ne la suit pas dans le groupe témoin (p=O.00002). Toutefois,
on ne peut accorder une grande importance à ce résultat étant donné que le nombre
d’individus dans chacune des classes n’est pas supérieur à 5 par conséquent la valeur
statistique de ce test est grandement diminué. Aucune différence de distribution des
génotypes entre les deux groupes n’est observée pour tous les polymorphismes
étudiés.
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5.2 Détermination des allèles ancestraux
Nous avons génotypé un chimpanzé, un orang-outang et un gorille pour déterminer
les allèles ancestraux. Dans tous les cas, l’allèle majeur présent chez l’humain
correspond à l’allèle ancestral qui est monomorphique chez les primates
(tableau XVffl).
5.3 Analyse d’haplotypes
Par la suite, à l’aide des données de génotypage, nous avons construit les haplotypes
en utilisant le programme Phase (Stephens, M. et al. 2001). Ce programme se base
sur la fréquence allélique de chaque polymorphisme pour construire les haplotypes
les plus probables. Le programme a permis la reconstruction de 9 haplotypes
différents (voir figure 27). Les haplotypes 6, 7 et $ sont retrouvés uniquement chez
les patients, l’haplotype 9 est retrouvé seulement chez le groupe témoin et l’haplotype
5 est retrouvé uniquement chez les individus d’origine canadienne-française. Ensuite,
nous avons déterminé la fréquence de ces 9 haplotypes chez les différents groupes
(tableau XIX et XX). Une fois les fréquences calculées pour chaque haplotype dans le
groupe cas et témoin, nous avons pu reconstruire le réseau selon lequel les différents
haplotypes ont divergé de l’haplotype ancestral (figure 28 et 29) à l’aide du
programme Network 3.1.1.1 (http://www.fluxus engineering.com). On peut
remarquer que le réseau pour le groupe cas est plus complexe que le réseau pour le
groupe témoin puisqu’il y a un plus grand nombre d’haplotypes. L’origine des
haplotypes 6, 7 et $ pourrait être expliquée par des événements de recombinaison
entre les haplotypes présents dans le groupe témoin (figure 30). Les différentes
possibilités de recombinaison ont été prédites en utilisant le programme Recomb (El
Mabrouk, N. et Labuda, D. 2002). La distribution des génotypes chez les patients et
chez les témoins est donnée dans le tableau XXI. Aucune différence de distribution
n’est observée entre les deux groupes.
Tableau XVII. Distribution des génotypes chez les cas et les témoins
Génotypes patients LLA Témoins Chi carré
n % n % p
-1469
CC 197 0.89 245 0.91 0.056
CT 25 0.11 19 0.07 0.059
TT 0 0.00 4 0.01 0.191
Total 222 268
-1296
CC 80 0.37 95 0.36 0.973
CG 103 0.47 127 0.48 0.979
GG 35 0.16 41 0.16 0.992
Total 218 263
-731
GG 132 0.64 163 0.61 0.461
AG 67 0.32 89 0.33 0.506
AA 8 0.04 17 0.06 0.511
Total 207 269
-533
CC 215 1.00 268 0.99 0.206
CG 0 0.00 2 0.01 0.207
Total 215 270
-489
GG 199 0.98 265 0.99 0.447
GA 5 0.02 4 0.01 0.452
Total 204 269
Tableau XVffl. Allèles ancestraux















Figure 27. Représentation des 9 haplotypes reconstruit par Phase. L’haplotype 2 est
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Figure 29. Réseau des haplotypes chez les cas. Les lignes pointillées indiquent que
l’origine des haplotypes H6, H7 et H8 ne serait probablement pas expliquée par ces
























figure 30. Recombinaisons pouvant expliquer l’apparition des haplotypes H6 (A), H7
(B) et H8 (C). En A, les haplotypes H4, Hi ou H9 peuvent recombïner avec H5 ou
H3 pour former l’haplotype H6. La recombinaison se situe entre le 2’ polymorphisme
(-1296) et le 3e (-731). En B, les haplotypes H2 ou H3 peuvent recombiner avec H4
entre le 2” (-1296) et le 3” (-731) polymorphisme pour former l’haplotype H7. Aussi,
l’haplotype H2 pourrait recombiner avec H4 ou H9 entre la position 4 (-533) et 5 (-












Tableau XIX. Fréquence des haplotypes chez les patients et les témoins.
Haplotypes patients LLA (n=194) Témoins (n=281)
0/ 0/n io n /0
Hi 92 23.71 152 27.05
H2 166 42.78 245 43.59
H3 114 29.38 143 25.44
H4 4 1.03 1 0.18
H5 7 1.80 19 3.38
H6 3 0.77 0 0.00
H7 1 0.26 0 0.00
H8 1 0.26 0 0.00
H9 0 0.00 2 0.36
Total 388 562














Tableau XXI. Distribution des génotypes chez les cas et les témoins
Génotypes patients LLA fn=194) Témoins (n=281) OR** IC 95% p
n % n %
Hi;H1 26 8.84 40 14.87 0.89 0.52-1.51 0.76
Hi;H2 56 19.05 80 29.74
H1;H3 24 8.16 39 14.50
Hi;H4 3 1.02 1 0.37
Hi;H5 12 4.08 7 2.60
H1;H6 2 0.68 0 0.00
Hétérozygotes Hi 97 32.99 127 47.21 1.12 0.77-1.62 0.62
Sommede Hi;* 123 41.84 167 62.08 1.06 0.72-1.55 0.85
H2;H2 35 11.90 37 13.75 1.36 0.82-2.24 0.29
H2;H3 19 6.46 33 12.27
H2;H4 1 0.34 3 1.12
H2;H5 6 2.04 10 3.72
H2;H7 1 0.34 0 0.00
H2;H8 1 0.34 0 0.00
H2;H9 0 0.00 1 0.37
Hétérozygotes H2 84 28.57 127 47.21 0.85 0.89-1 .24 0.46
Somme de H2;* 119 40.48 164 60.97 1.02 0.69-1.48 0.93
H3;H3 4 1.36 9 3.35 0.61 0.18-2.00 0.59
H3;H5 4 1.36 4 1.49
H3;H9 0 0.00 1 0.37
Hétérozygotes H3 47 15.99 77 28.62 0.8 0.52-1 .21 0.3
Somme H3; 51 17.35 86 31.97 0.76 0.50-1.14 0.22
Hétérozygotes H4 4 1.36 4 1.49 1.39 0.34-5.65 0.91
H5;H5 0 0.00 4 1.49 0.15 0.001-2.84 0.23
Hétérozygotes H5 22 7.48 21 7.81 1.25 0.68-2.29 0.57
Somme H5;* 22 7.48 25 9.29 1.49 0.79-2.79 0.28
Total 194 100 269 700
*Tous les autres haplotypes
**OR=calculé à partir du ratio du nombre de génotypes d’intérêt versus tous les autres génotypes chez les patients LLA




Dans ce projet, nous avons voulu évaluer l’impact de polymorphismes dans les gènes
de réparation de l’ADN. L’altération de ces systèmes de réparation pourrait avoir un
impact important au niveau du fardeau mutationnel du génome d’un individu qui
expliquerait, du moins en partie, la susceptibilité inter-individuelle à certaines
maladies comme le cancer.
À cause de la vocation pédiatrique de l’institution hôte, nous avons privilégié l’étude
de la leucémie lymphoblastique aigu (LLA) de l’enfant. Cette maladie offre une
opportunité unique d’étudier l’effet de la variation génétique autant au niveau des
gènes du métabolisme des carcinogènes qu’au niveau des gènes de réparation de
l’ADN sur le risque de développer des cancers pédiatriques (Krajinovic, M. et al.
1999). Le jeune âge des patients et une courte période de latence entre l’apparition
des mutations initiales et la détection de cellules tumorales facilitent l’identification
de facteurs de risque comparativement au cancer chez l’adulte où plusieurs facteurs
entrent en jeu à cause de la longue période de latence. Nous avons concentré nos
efforts sur les Canadiens français qui sont caractérisés par un effet fondateur. Cette
population fut fondée par quelques milliers d’immigrants de France au l7ieme siècle
(Labuda, D. et al. 1997; Bouchard, G. et Braekeleer, M. 1990). Après la conquête
anglaise au milieu du l8ieme siècle, la vague d’immigration française a pratiquement
cessé. Cependant, grâce à une grande croissance démographique, cette population a
pris de l’expansion jusqu’à atteindre 10 millions d’habitants au Québec et ailleurs en
Amérique du Nord. Malgré l’effet fondateur, les fréquences alléliques testées chez
les témoins concordent avec celles rapportées pour d’autres populations d’origine
européenne (Winsey, SL. et al. 2000; Matullo, G. et aÏ. 2001), ce qui suggère que
l’implication de nos résultats peut être étendue à ces groupes également. Un des
avantages d’étudier les Canadiens français est la faible hétérogénéité génétique qui
les caractérisent. Ce point est souvent problématique dans les études d’association.
De plus, on observe une similarité socioculturelle qui diminue certains effets
confondants comme le style de vie, la diète, etc.
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Nous avons déterminé la fréquence des variants alléliques de XRCC1(Arg399Gln),
XRCC3(Thr24lMet) et hOGG1(Ser326Cys). Nous avons choisi d’étudier ces
polymorphismes puisqu’ils se situent au niveau d’acides aminés conservés à travers
l’évolution et qu’ils mènent à un changement de la séquence protéique indiquant
potentiellement un impact fonctionnel. Nous avons démontré que les allèles majeurs
chez l’humain correspondent aux allèles ancestraux, c’est-à-dire les allèles retrouvés
chez les primates.
XRCC1(Arg399Gln)
La fréquence allélique du variant XRCC1-399Gln, 0,38 chez les témoins, est
similaire à celle rapportée dans d’autres études (entre 0,34 et 0,39) (Matullo, G. et aï.
2001 ; Winsey, SL. et al. 2000; Nelson, HH. et aÏ. 2002). Nous n’avons pas observé
de différences entre la fréquence du variant chez les cas et chez les témoins ni de
différences au niveau de la distribution des génotypes. Ces résultats suggèrent que ce
polymorphisme ne joue pas de rôle dans la susceptibilité à la LLA. Cependant, de
récentes études ont démontré que XRCC1-399Gln était associé avec une diminution
de la capacité de réparation (Lunn, R. et al. 1999; Dueil, E. et aÏ. 2000), à une
élévation d’échange entre les chromatides soeurs (DuelI, E. et al. 2000 ; Abdel
Rahman, S. et al. 2000) et à une augmentation de la durée du cycle cellulaire (Hu, J.
et aÏ. 2001). De plus, ce même polymorphisme a été associé avec le risque de
développer certaines tumeurs solides cancer du cou et de la tête (Sturgis, E. et aï.
1999 ; Lee, J. et al. 2001), cancer du sein (Duell, E. et aÏ.2001), cancer du poumon
(Divine, K. et al. 2001), cancer de la vessie (Stem, H. et al. 2000), cancer de
l’estomac (Shen, H. et aÏ. 2000) et le cancer colorectal (Abdel-Rahman, S. et aï.
2000). Par contre, d’autres études montrent des résultats différents: augmentation du
risque associée à l’autre allèle (XRCC1-399Arg) (Sturgis, E. et aÏ. 1999 ; Lee, J. et
al. 2001 ; DuelI, E. et aÏ. 2001; Divine, K. et aÏ. 2001 ; Shen, H. et al. 2000; Abdel
Rahman, S. et al. 2000), une diminution du risque (Stem, H. et al. 2000) ou aucun
effet. (Matullo, G. et al. 2001 ; Ratnasinghe, D. et al. 2001 ; Butkiewicz, D. et aï.
2001). Ces résultats peuvent s’expliquer par une étiologie différente entre les cancers,
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des différences au niveau des designs expérimentaux ou tout simplement à la liaison
avec un gène avoisinant.
XRCC3(Thr24lMet)
Le variant XRCC3-Met241 est représenté à une fréquence de 0,40 dans le groupe
témoin ce qui est comparable aux valeurs publiées antérieurement qui se situent entre
0,40 et 0,43 (Matullo, G. et aÏ. 2001 ; Winsey, SL. et aÏ. 2000). Nous avons observé
une différence dans la distribution des homozygotes Met241 entre les cas (10,47%) et
les témoins (15,5 1%). Cette sous-représentation dans les patients est associée avec
une diminution non significative du risque de développer la LLA (OR=0,64;
1C95%=0,39-1,05 ; p=O,O$4). Jusqu’à présent, les efforts visant à démontrer le
caractère fonctionnel de ce variant se sont avérés vains. (Araujo, FD. et aÏ. 2002
Rafii, S. et aÏ. 2003). D’autres études d’association ont montré que l’allèle Met241
augmentait le risque de cancer de la vessie, du sein et du cancer de la peau (Kuschel,
B. et aÏ. 2002; Winsey, SL. et aÏ. 2000; Matullo, G. et aÏ. 2001). Par conséquent,
l’étude d’une plus grande cohorte permettrait de voir si l’effet qui semble être
observé se confirme ou bien disparaît étant donné que nos résultats ne sont pas
statistiquement significatifs.
hOGGT(Ser326Cys)
Nous avons montré que le variant hOGG1-Cys326 est associé avec une diminution du
risque de développer la LLA. Les génotypes Ser326/Cys326 et Cys326/Cys326 sont
sous-représentés dans les cas suggérant un effet protecteur chez les porteurs de
l’allèle Cys326 (OR = 0,58; 1C95%=0,41-0,81 ; p=O,OO2). Ce gène code pour
l’enzyme de réparation impliquée dans l’élimination des 8-hydroxyguanines (figure
5). Ces lésions sont très abondantes au niveau de l’ADN suite à une exposition
endogène ou exogène au stress oxydant, aux radiations ionisantes ou à des produits
carcinogènes (Dizdaroglu, M. 1991 ; Cadet, J. 1994; Urios, A. et Blanco, M. 1994).
Ces lésions sont très mutagéniques, non pas parce qu’elles bloquent l’élongation du
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brin synthétisé lors de la réplication de l’ADN, mais plutôt parce qu’elles sont
préférentiellement appariées à une adénine ce qui mène à une accumulation de
transversions G: C — T: A. Des mutations somatiques dans le gène hOGG1 ont été
identifiées dans plusieurs types de tumeurs dont les tumeurs trouvées dans les
poumons, reins, cou et tête (Chevillard, S. et al. 1998; Blons, H. et aÏ. 1999). Ces
mutations altèrent partiellement l’activité de hOGG1. Dans le cas du cancer du cou et
de la tête, la région chromosomique contenant le gène hOGG1 est souvent délétée. En
plus, des études de mutations du gène p53 dans les tumeurs ont montré la présence
élevée de transversions G: C —> T: A ce qui suggère que la fonction de hOGGÏ est
abolie par la délétion chromosomique observée (Blons, H. et al. 1999). Suite à ces
résultats, il est raisonnable de penser qu’une diminution de l’activité du gène hOGG1
peut mener à une augmentation du risque de développer un cancer puisqu’on retrouve
une augmentation du fardeau mutationnel qui peut mener à l’inactivation de gènes
suppresseurs de tumeurs ou à l’activation d’oncogènes. D’un point de vue
fonctionnel, Kohno, T. et al. en 1998 ont démontré que l’allèle Cys326 est environ 7
fois moins efficace pour complémenter la déficience en réparation d’une souche de
E.coÏi lors d’essais fonctionnels in vitro. Par contre, Dherin, C. et al. en 1999 n’ont
pas observé de différence significative dans l’activité de OGGÏ lors d’études in vitro
utilisant la protéine de fusion OGG1-glutathione S-transférase (GST). Une étude
récente par Janssen, K. et al. en 2001 a montré que l’activité de réparation de OGG1
dans des lymphocytes humains n’est pas dépendante du variant Ser326Cys.
Parallèlement aux études fonctionnelles, les études d’association entre ce variant et le
risque de cancer sont plus ou moins conséquentes. Sugimura, H. et al. en 1999 ont
montré que les homozygotes Cys326, dans une population japonaise, ont un risque
plus élevé de développer un cancer des poumons. Xing, D. et al. en 2003 ont trouvé
que les homozygotes Cys326, dans une population chinoise, ont un risque plus élevé
de développer le cancer de l’oesophage. Cependant, deux autres études n’ont pas
confirmé ces associations (Chevillard, S. et aÏ. 1998 ; Wikman, H. et aÏ. 2000). Dans
la population allemande, Wikman, H. et al. en 2000 ont trouvé une proportion plus
importante d’homozygotes Ser326 chez un groupe d’individus atteints de cancer du
poumon (64,8%) comparativement au groupe témoin (57,1%). Xu, J. et aï. en 2002
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ont montré, dans une population caucasienne, que les homozygotes Ser326 avaient
entre 2 et 3 fois plus de risque de développer un cancer de la prostate. De plus, il y a
une différence très significative dans la distribution des génotypes entre les
différentes races et ethnies. La proportion d’homozygotes Ser326 est la plus élevée
chez les Mélanésiens (74,5%), Hongrois (63,7) et Allemands (57,1), plus faible chez
les Australiens caucasiens (39,9%), les Japonais (27,7%) et les Micronésiens (25,8%)
et encore plus faible chez les Chinois (12% ; Wikman, H. et aÏ. 2000; Sugimura, H.
et al. 1999). Dans notre étude, nous avons observé une fréquence de 56,53% dans le
groupe des témoins, ce qui est comparable aux résultats publiés chez les Caucasiens.
En compilant l’ensemble de ces résultats, il semble que l’allèle Ser326 confère un
risque de cancer chez les populations caucasiennes et l’allèle Cys326 confère un
risque chez les populations asiatiques. D’autres études d’association et d’autres
études fonctionnelles seront nécessaires pour comprendre la complexité des résultats
en lien avec ce polymorphisme. La recherche d’autres polymorphismes serait
également une chose à envisager afin d’éliminer la possibilité d’un polymorphisme
fonctionnel situé ailleurs sur le gène.
Gènes de réparation des cassures doubles-brins
Nous avons également voulu étudier la variation au niveau des gènes de réparation
des cassures doubles-brins, puisque ces lésions sont souvent causées par les
carcinogènes et mènent à des bris et des réarrangements chromosomiques. Dans des
modèles de souris, l’absence d’une des voies de réparation des lésions doubles-brins,
mènent à une instabilité génomique causant entre autres des translocations
oncogéniques (ferguson, DO. et al. 2001). La majorité des polymorphismes étudiés
affectent les régions codantes ainsi que les régions introniques. Une raison justifiant
ce biais est la facilité de prédire l’impact de ces polymorphismes en analysant la
nature du changement d’acides aminés ou la position des sites d’épissages. Dans le
cadre de ce projet, nous avons tourné notre attention sur les régions de régulation
situées en 5’ des gènes. La présence de polymorphismes dans les régions régulatrices
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peut affecter le niveau de transcription du gène soit par le gain ou la perte de sites de
liaison de facteurs de transcription.
Plate-forme de détection
Nous avons utilité le dHPLC comme plate-forme de détection. Nous l’avons choisi
parce que cette technique a un pouvoir de détection se situant entre 95 et 100%
(Gross, E. 2000; Premstaller, A. 2002; Dobston-Stonce, C. et aÏ. 2000). Pour
optimiser nos chances de détecter la présence de SNPs, les produits de PCR ont été
analysés à plus d’une température. Dans la même perspective, nous avons choisi de
diminuer nos faux-négatifs en étant très conservateur dans l’analyse des
chromatogrammes. Nous avons séquencé tous les profils variables identifiés, même
quand ceux-ci n’indiquaient pas clairement la présence d’hétérozygotes. Nous avons
choisi de diminuer notre efficacité, qui est de 79,6% (tableau Xffl), afin d’augmenter
nos chances d’identifier la présence de polymorphismes.
Nous avons criblé les régions régulatrices définies arbitrairement comme 2 kb en
amont de l’exon 1 de 15 gènes de réparation des lésions doubles-brins. Nous avons
ainsi identifié 144 rSNPs dont seulement 10% étaient présents dans les bases de
données publiques. Ces résultats correspondent à une densité de 4,6 rSNPs par kb. La
densité observée est comparable aux valeurs publiées dans d’autres études ainsi qu’à
la densité de cSNPs publiée par Stephens, JC. et al. en 2001 qui est de 4,2. Ces
données sont intéressantes puisqu’on s’attendrait à voir une densité de
polymorphismes plus élevée dans les régions régulatrices que dans les régions
codantes à cause de la présence accrue d’îlots CpG. En effet, la méthylation des îlots
CpG est associée avec l’apparition fréquente de mutations qui implique les transitions
G—>A ou C—T. Par conséquent, comme la densité dans les régions régulatrices n’est
pas supérieure à celle dans les régions codantes, une pression sélective s’effectue
pour éviter l’apparition de variations dans ces régions. De plus, nous n’avons pas
observé de différence entre le nombre de polymorphismes dans les régions GC riche
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(69 rSNPs) et le nombre dans les régions AT riche (75 rSNP5). Nous avons identifié
75 transitions, 53 transversions et 16 insertions/délétions. Il est normal de trouver un
plus grand nombre de transitions que de transversions. La pression évolutive favorise
la conversion des G et C vers des A ou T afin de relaxer la force d’appariement des
bases (Stephens, JC. et aï. 2001).
L’identification de nouveaux polymorphismes de régulation permet d’identifier de
nouveaux candidats pour des études génétiques et pharmacogénétiques. Ces rSNPs
pourront être utilisés pour des études d’association afin de quantifier leur impact sur
le développement de différents cancers dans différentes populations. Par contre, tous
ces rSNPs n’auront pas nécessairement un effet fonctionnel. Pour accorder une
importance plus grande à un rSNP plutôt qu’un autre, plusieurs approches furent
utilisées les prédictions in silico sur le gain/perte de sites de liaison de facteurs de
transcription, la génomique comparative et la confirmation in vitro de certaines des
prédictions in silico. De plus, des études avec des gènes rapporteurs permettraient
d’évaluer la différence d’expression d’un promoteur comparativement à un autre. Le
but ultime serait la validation in vivo, comme un modèle de souris.
Prédictions in sitico
La création ou la perte d’un site de liaison de facteurs de transcription pourrait avoir
des répercussions sur la transcription d’un gène. Nous avons donc utilisé une
méthode in sitico pour prédire l’effet des polymorphismes sur le gain et/ou la perte de
sites de liaison de facteurs de transcription en se basant sur les séquences consensus
(Jegga, AG. et al. 2002). Nous avons déterminé que parmi les 144 rSNPs, 35 font
apparaître des sites de liaison de facteurs de transcription, 31 font disparaître des sites
et 39 font apparaître et disparaître un ou plusieurs sites. Un score, basé sur la
comparaison de la séquence analysée par rapport aux séquences consensus des
facteurs de transcription, est attribué afin d’évaluer la prédiction. Par contre, la
confirmation expérimentale de ces prédictions est nécessaire. Les bases de données
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de sites consensus de liaison de facteurs de transcription sont limitées par le nombre
de facteurs de transcription connus. Par contre, elles permettent de faire une sélection
parmi les nombreux polymorphismes identifiés afin de poursuivre leur caractérisation
fonctionnelle.
Génomique comparative
La génomique comparative permet d’identifier des régions conservées au cours de
l’évolution. Les séquences ayant un rôle dans la régulation de l’expression de gènes
tendent à être conservées d’une espèce à l’autre (Pennacchio, LA. et Rubin, EM.
2001). Les polymorphismes qui se trouvent dans ces régions conservées ont par
conséquent plus de chance d’avoir un impact fonctionnel. À cause de la disponibilité
des séquences, la comparaison s’est limitée à l’homme et la souris. Par contre, la
comparaison entre plusieurs espèces pourrait diminuer le nombre de régions
conservées identifiées et donc augmenter les chances de trouver des régions plus
importantes qui sont conservées à travers l’évolution de plusieurs espèces. Nous
avons identifié 15% de régions conservées entre l’humain et la souris au niveau des
15 gènes analysés. Par contre, ce pourcentage varie de O à 44% selon le gène. Nous
avons identifié 21 rSNPs dans des régions conservées ce qui représente 15% des
rSNPs. Parmi ceux-ci, 6 sont associés à un gain de sites de liaison de facteurs de
transcription, 2 sont associés à une perte de sites, 5 à un gain et une perte et 8 n’ont
aucun effet de prédit. La fréquence de rSNPs dans les régions conservées est la même
que pour les régions non conservées. Par contre, 62% de ces rSNPs modifient des
sites de liaison de facteurs de transcription comparativement à 75% des rSNPs situés
à l’extérieur de ces régions. Ces résultats suggèrent que ces régions se trouvent sous
une pression sélective pour éviter la variation génétique qui pourrait avoir un impact
fonctionnel au niveau de la régulation génique.
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Analyses iii vitro
Comme beaucoup de rSNPs modifient potentiellement des sites de liaison, nous
avons testé in vitro 14 polymorphismes menant à un gain potentiel d’un tel site. Nous
avons utilisé la technique du gel de retardement. Cette technique est couramment
utilisée pour montrer la liaison de facteurs de transcription et également elle sert de
point de départ pour l’identification de ces facteurs (Della Ragione, F. et al. 2003).
Nous avons ainsi confirmé que l’allèle mineur Ku70-1687 est capable de lier des
protéines dans un extrait de cellules HeLa, alors que l’allèle majeur en est incapable.
Cette position est conservée entre l’humain et la souris, ce qui suggère que
l’apparition de sites dans une région importante pourrait avoir un impact sur la
transcription du gène. Pour connaître la nature des protéines qui se lient à l’allèle
mineur, on pourrait faire des expériences de gel de retardement en utilisant des
sondes compétitrices contenant le site consensus des différents facteurs prédits. II
serait aussi possible d’effectuer des expériences de supershift avec des anticorps
spécifiques à chaque facteur de transcription prédit dont la liaison à l’ADN peut être
compétitionnée par une sonde consensus. Il serait tentant de dire que l’apparition de
sites mène à une augmentation de la transcription, mais des études de gène rapporteur
sont nécessaires pour déterminer si le polymorphisme a un impact sur la transcription.
Les résultats obtenus pour le polymorphisme à la position —489 du gène Ku70
confirme la prédiction in silico. Par contre, pour confirmer que c’est bien le facteur
AML-1 qui se lie à la sonde, des expériences de supershift avec un anticorps sont
nécessaires. Pour le gène Ku80-1669, les mêmes conclusions peuvent être tirées. La
présence d’un complexe ADN-protéines détecté avec la sonde de l’allèle majeur du
gène Rad5O-1347 n’était pas attendue. La liaison d’aucun facteur n’était prédite pour
cette sonde. Au contraire, on s’attendait à voir une bande avec la sonde de l’allèle
mineur et aucune bande avec la sonde de l’allèle majeur. Il est certain que les
séquences consensus ne sont pas connues pour tous les facteurs de transcription, ni
l’existence de l’ensemble des facteurs de transcription. Si on observe une différence
du niveau de la transcription entre les deux allèles, il serait intéressant de déterminer
quelle protéine se lie à l’allèle majeur. Pour confirmer la nature de cette protéine, des
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expériences de supershift sont impossibles puisqu’on ne connaît pas la protéine.
Finalement, pour le gène IVIREÏ lA-1226, les résultats obtenus diffèrent des
prédictions. Nous observons des bandes spécifiques avec les deux sondes. Toutefois
l’intensité n’est pas la même. Des études de gène rapporteur seraient nécessaires pour
évaluer l’impact de cette différence sur l’expression et la transcription. Pour les 9
autres sites testés, aucun résultat concluant n’a été obtenu. Au moins deux possibilités
peuvent expliquer ces résultats. Tout d’abord, nos expériences se basent sur des
prédictions informatiques, donc celles-ci peuvent être erronées. Deuxièmement,
plusieurs facteurs entrent en jeu pour la réussite d’une expérience de gel de
retardement. Les expériences devront être refaites en modifiant différents paramètres.
Tout d’abord, différentes concentrations de sel lors de la préparation d’extraits
nucléaires peuvent être utilisées. De plus, la concentration de sel dans le tampon de
liaison, la nature du compétiteur, les tampons et la température d’électrophorèse
peuvent varier.
Études d’association
Nos résultats suggèrent que des polymorphismes au niveau des gènes Ku70 et Ku$0
moduleraient la transcription de ces gènes par l’apparition de sites de liaison de
facteurs de transcription. Une étude a montré par des expériences in vitro que des
cellules de leucémie myéloïde ont une activité de réparation de la voie NNEJ
supérieure à des cellules normales (Gaymes, TJ. et aÏ. 2002). Par contre, on retrouve
plus d’erreurs de réparation se traduisant par une présence accrue de délétions. Ces
résultats suggèrent qu’un système de réparation NHEJ trop actif, en particulier lors
d’une activité déréglée de ku7O ou ku8O, pourrait expliquer l’instabilité
chromosomique observée dans les leucémies. Nous avons donc mené une étude
d’association pour les polymorphismes présents dans la région régulatrice du gène
Ku70 qui sont détectables dans la population européenne, incluant les Canadiens
français. Nous avons ainsi sélectionné 5 polymorphismes:
—1469C/T, -1296C/G,
-
731G/A, -533C/G et —489G/A. Nous n’avons observé aucune différence au niveau de
la fréquence de ces variants ni au niveau de la distribution des génotypes entre les cas
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et les témoins, tous d’origine canadienne-française. Il a été suggéré que l’utilisation
d’haplotypes, plutôt que de SNP seul, serait plus avantageuse pour des études
d’association dans le cas de maladies complexes (Lee, S-G. et al. 2002; Bonnen, PE.
et al. 2002). Notre étude de reconstruction des haplotypes a mené à l’identification de
neuf haplotypes différents (figure 27). L’haplotype ancestral est J’haplotype 2, qui
d’ailleurs est le plus fréquent. En assumant un seul haplotype ancestral et que
l’apparition de nouvelles mutations menant à la création de nouveaux haplotypes est
le seul fruit des forces de l’évolution, un nombre maximal de n+1 haplotypes est
attendu, où n est le nombre de SNPs. La présence de 9 haplotypes est supérieure au
nombre attendu de 6 haplotypes suggérant la présence de recombinaisons, de
mutations récurrentes ou de conversions géniques (Bonnen, PE. et al. 2002). Les 3
haplotypes excédentaires peuvent être expliqués par des événements de
recombinaison (figure 30). En se basant sur la fréquence des haplotypes, les
recombinaisons les plus probables sont: entre l’haplotype 1 et 3 pour former
l’haplotype 6, entre I’haplotype 2 et 4 pour former l’haplotype 7 et entre l’haplotype
5 et 2 pour former l’haplotype 8. La zone de recombinaison commune à ces trois
événements se situe entre la position —1296 et —731. Il est intéressant de souligner
que les haplotypes recombinants H6, H7 et H8 sont présents uniquement chez les
patients. Donc, la présence des 3 haplotypes spécifiques au groupe de cas pourrait
être due à des événements de recombinaison entre les haplotypes les plus fréquents
qui sont également présents dans le groupe témoin. Nous avons ensuite observé la
distribution des génotypes des haplotypes. Aucune différence significative n’est
observée entre le groupe des cas et le groupe des témoins. Par contre, la présence
d’haplotypes spécifiques au groupe de cas est intéressante. Comme leur fréquence est
très faible, on ne peut affirmer avec certitude qu’il pourrait y avoir une association
avec la leucémie lymphoblastique aigu et la présence de ces haplotypes. L’analyse
d’une plus grande population de cas et de témoins serait nécessaires.
Nous avons également observé la distribution de ces haplotypes chez des individus de
différentes origines ethniques (8 asiatiques, 8 moyen-orientaux, 8 amérindiens et 4
européens). Il est intéressant de noter que le polymorphisme —1469C/T qui mène à
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l’apparition des haplotypes 5 et 8 n’est pas retrouvé chez les individus d’origine non
canadienne-française. Par contre, on ne peut affirmer que ces haplotypes sont
spécifiques aux Canadiens français puisque aucun africain n’a été analysé par
génotypage. De plus, un individu hétérozygote —1469C/T d’origine africaine a été
identifié par dHPLC et confirmé par séquençage. Pour être certain que ces haplotypes
sont seulement présents chez les Africains et chez les Canadiens français, l’étude
d’un échantillonnage plus important serait nécessaire.
Suite à cette étude, d’autres études d’association seront menées pour évaluer l’impact
des rSNPs que nous avons identifiés dans les gènes de réparation des cassures
doubles-brins sur le développement de la LLA. Plusieurs études ont démontré
l’importance de l’intégrité de ces gènes. Par exemple, une modification de
l’expression du gène ATM peut avoir des répercussions importantes. ATM est
responsable de la reconnaissance des lésions doubles-brins et du recrutement des
autres facteurs de réparation. Les souris homozygotes nulles pour ATM développent
des lymphomes (Barlow, C. et ai. 1996). Également, on observe un risque très élevé
de développer des lymphomes ou des leucémies à cellules T chez les patients atteints
d’ataxie télangiectasie (Meyn, MS. 1997). ATM est exprimée dans plusieurs tissus,
mais plus spécialement dans le thymus, la rate et le système nerveux central ce qui
explique la corrélation des systèmes touchés par une altération du gène ATM. On
observe des défauts similaires lors d’une déficience du gène NBS1. Le type de
tumeurs le plus fréquent chez les patients atteints de NBS est le lymphome non
hodgkinien, mais les leucémies et plusieurs autres tumeurs solides surviennent
également. Les caractéristiques principales des défauts qui surviennent lors d’une
déficience de ces gènes incluent l’instabilité chromosomique, l’hypersensibilité aux
radiations ionisantes, l’immunodéficience, la susceptibilité aux infections et une
augmentation de l’incidence des néoplasies, plus particulièrement les lymphomes. Par
conséquent, la présence de rSNPs qui diminueraient l’expression de ces protéines
pourrait causer une augmentation du risque de développer des lymphomes ou des
leucémies.
116
La présence de mutations germinales dans les gènes suppresseurs de tumeurs BRCA1
et BRCA2 a été démontrée dans le cancer du sein, des ovaires et quelques cas de
cancer de la prostate et du côlon. Ces mutations sont relativement peu fréquentes,
mais très pénétrantes. Dans le cas du cancer du sein, seulement 2% des cas sont
causés par ce type de mutation dans les gènes BRCA1 et BRCA2 et moins de 20%
des cas familiaux sont expliqués par la présence de mutations dans ces gènes
(Kuschel, B. et al. 2002). Par conséquent, le développement de maladies complexes
s’explique par la contribution additive de plusieurs variants alléliques qui sont
relativement fréquents, mais moins pénétrants. Donc, la présence de polymorphismes
causant une diminution de leur expression pourrait être impliquée dans la
susceptibilité à d’autres types de cancer puisqu’une augmentation de l’instabilité
chromosomique, une diminution de la résistance à divers agents qui endommagent
l’ADN, une mauvaise ségrégation des chromosomes, une diminution de la
recombinaison homologue et une diminution des foyers de réparation après
traitements aux radiations ionisantes sont observées dans des cellules en culture
déficientes pour l’un de ces gènes (Thompson, LH. et Schild, D. 2002).
Tous les autres gènes impliqués dans la HRR, Rad5l, Rad52, Rad54, Rad54B,
XRCC2, XRCC3, Rad5lB, Rad5lC et Rad5lD sont également impliqués dans la
susceptibilité au cancer. Des mutations dans plusieurs de ces gènes ont été retrouvées
dans plusieurs lignées cellulaires tumorales (Thomson, LH. et Schild, D. 2002). De
plus, des transiocations impliquant le gène RAD51B ont été trouvées dans les
léiomyomes utérins (Schoenmakers, Ef. et al. 1999 ; Takahashi, T. et al. 2001). Des
polymorphismes dans les régions codantes du gène XRCC3 ont été associés avec une
augmentation du risque de mélanome, de cancer de la vessie et récemment le cancer
du sein (Winsey, SL. et al. 2000; Matullo, G. et al. 2001 ; Kuschel, B. et ai. 2002).
Également 2 groupes ont montré un lien avec la présence de polymorphismes dans le
gène XRCC2 et une légère augmentation du risque de cancer du sein (Kuschel, B. et
al. 2002 ; Rafii, S. et al. 2003).
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L’implication de la voie de HRR dans le maintien de la stabilité chromosomique a été
très bien démontrée. Par contre, la voie NHEJ semble jouer un rôle tout aussi
important. Des défauts dans cette voie peuvent mener à une augmentation de
transformations néoplasiques. Les lymphomes à cellules T et une augmentation de la
transformation des fibroblastes ont été rapportés dans le contexte d’une déficience du
gène Ku70 (Ferguson, DO. et al. 2000). En plus, une mutation dans le gène Lig4 a été
impliquée dans la leucémie chez un patient décédé suite à une sensibilité aux
radiations (Riballo, E. et al. 1999). L’introduction d’une déficience du gène PRKDC
ou XRCC4 en plus d’une déficience en p53 mènent à l’apparition de lymphomes à
cellules pro-B (Vanasse, GJ. et al. 1999 ; Gao, Y. et al. 2000). Ces lymphomes
montrent la présence de transiocations impliquant le locus de la chaîne lourde des 1g
et le locus c-myc. Une autre étude a montré qu’une déficience pour le gène Lig4 ou
Ku70 mène à une instabilité chromosomique, même en absence d’agents exogènes
endommageant l’ADN, résultant en l’accumulation de transiocations (Ferguson, DA.
et al. 2000).
Il a été clairement démontré que les translocations sont impliquées dans plusieurs
malignités, les translocations réciproques prédominent dans les tumeurs lymphoïdes
et les translocations non-réciproques prédominent dans les tumeurs solides
(Hilgenfeld, E. et al. 1999; Atldn, NE. 1986). Par conséquent, la présence de
polymorphismes régulateurs dans les gènes impliqués autant dans la réparation HRR
que dans la NHEJ pourrait être impliquée dans l’augmentation ou la diminution de
l’instabilité génomique qui mène au développement du cancer.
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CONCLUSION
En conclusion, nous avons montré que la présence de l’allèle Cys-326 du gène
hOGG1 est associée avec une diminution de 42% du risque de développer la LLA.
Par contre, les polymorphismes XRCC1Arg399GIn et XRCC3Thr241Met ne sont pas
associés avec la susceptibilité à la LLA. L’analyse des régions régulatrices des gènes
de réparation des cassures doubles-brins de l’ADN a permis l’identification de 144
rSNPs. Nous avons montré que parmi ceux-ci 73% modifient potentiellement le
nombre de sites de liaison de facteurs de transcription. Nous avons analysé à l’aide
d’expériences de gel de retardation, 14 rSNPs qui menaient potentiellement à
l’apparition de nouveaux sites de liaison. Cette analyse a montré une différence entre
les allèles majeurs et les allèles mineurs dans 5 des cas : Ku70-489G/A, Ku70-
16$7C/T, Ku8O-1669T/A, MRE1 1A-1226A1C et Rad5O-1347/insT. Par la suite,
l’étude d’association entre 5 variants du gène Ku70 (-1469C/T; -1296C1G; -731G1A;
-533C1G et —489G/A) n’a montré aucune association avec la susceptibilité à la
leucémie lymphoblastique aigu. Par contre, nous avons identifié 3 haplotypes qui se
retrouvent uniquement chez les patients.
Ce projet a permis d’identifier une liste de nouveaux rSNPs qui pourront être utilisés
dans de nombreuses études. L’impact fonctionnel reste à être déterminé dans la
majorité des cas, mais un point de départ est offert pour permettre d’expliquer
l’étiologie de nombreux cancers.
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ANNEXE I.
Tableau XXII Liste des amorces utilisées pour l’amplification d’ADN génomique
ainsi que les conditions de PCR.
Gène Fragment Nom des amorces Ségueces (S’-3’) Clamp (5’-3’) * **
AIM 2 ATM2F.EXI.-489 AGTGGCGGCACTGAACTC 2 A
ATM2R.EX1.-143 ATGCGCATCCAGTATCACG
—
ATM 3 ATM.3F.EXI.-$22 AGCCTCTGAAGAGAGGAGCAT GCCCCCGCCG 2 A
ATM3R.EXI.-45t AGAGGCGGGACAAAHGC
—
ATM 4 ATM.4F.EX1.-1135 GTATTGCGTGGAGGATGGAG GCCCCCGCCG 2 A
ATM.4R.EXI.-728 GCTTACGAGTTGAGACTGGC
—
AIM 5 ATM.5F.EXI.-1486 GGAGGTFrCATCACAGATGC 2 A
ATM.5R.EXI.-1083 ACTACGAATFTGGGAGTAGGG
—
ATM 6a ATM.6aF.EXI.-1788 GGCTGAGAAACCATGTFrAAGA 2 A
ATM.6aREXI.-t436 CGTATGCGACGTCCCTAAAA CGGGCGGGGG
—
ATM 7 ATM.7F.EXI.-2016 TrAGGGC1TrCTrAACTAGGGG 2 A
ATM.7R.EXI.-1735 TrGGTAATCTAGTrGAGTrrCGG CGGGCGGGGG
—
BRCAI I BRCAI.lFEXL-199 CTCCTCTtCCGTCTCTTCC I A
BRCAI.1R.EX1.47 CCCGTCCAGGAAGTCTCAG CGGGCGGGGG
—
BRCAI 2 BRCAI.2F.EX1.-365 TCCATTAGGGCGGAAAGAGT 2 A
BRCAI2R.EXI.-58 AAGCAGCAGCCTCTCAGAAT
—
BRCAI 3u BRCAI.3af.EXI.-802 GAACTACGAGTGCGCAGACA 2 A
BRCAI.3aR.EXI.-563 GCGCGCTFGTACTTGTCAAC
—
BRCAI 3b BRCAI.3bF.EXI.-611 ACGAAAACATAACACTCCAGTCC 2 A
BRCAI.3bR.EX1.-165 CGGATGACGTAAAAGGAAAGAG
—
BRCA1 4 BRCA1.4F.EXI.-1071 TGCTrCCTtACCAGCrrCC 1 A
BRCAI4R.EXI.-665 ACTACAATTCCCATCCAGCC
—
BRCAI 5 BRCAI.5f.EXI.-1345 CCAGAATGGACGCCAAGG I A
BRCAI.SR.EXI.-9$6 CACCCCACAGAGATAGCG
—
BRCAI 6 BRCAI.6FEXI.-1728 GGAGCICACAGGGGTrGG 3 A
BRCAI.6R.EX1.-1328 CCTTGGCGTCCATtCTGG
—
BRCAI 7 BRCA1.7F.EXI.-2020 ACACAGAAGTFCTCCAAGTGC 3 E
BRCAI.7R.EXI.-1628 CCCGCTFGAATtCTCACC
—
BRCA2 2 BRCA2.2F.EXI.-6] I GATACTACCAAGCCCTGCG GCCCCCGCCG 1 A
BRCA2.2R.EXI-230 TAFGCCTACTCCAAGTCCCC
—
BRCA2 3 BRCA23F.EXI.-976 GTCAGGTCTTCCAGTICAGC GCCCCCGCCG 2 A
BRCA2.3R.EXI.-564 TCGCTCATGAAGTGTGAGG
—
BRCA2 5 BRCA2.5F.EX1.-1578 TCCTAGTGAGACACCCCTCC 4 B
BRCA2SR.EX 1 1258 AAGTCTAATFCGCAAAGAAATACG
—
BRCA2 6 BRCA2.6F.EXI.-1823 ATGCCCAGCTGGAAATAATG 1 A
BRCA26REX1.-1444 CCTGGTAGTAAGGCCCAGGT CGGGCGGGGG
—
BRCA2 7 BRCA27F.EXI.-2259 TCACCGCACACAAAAGAAAG 1 A
BRCA2.7R.EX1.-1737 TrCTAGTGCAGCTGCTCAAm CGGGCGGGGG
xvii




DCLRE1C 2 DCLREIC.2F.EX1.-254 AAATCGAAACTCCCAGAGCA 2 A
DCLREIC.2R.EXI.-542 CCAAGATCACGCAGAGATGA CGGGCGGGGG
DCLREIC 3 DCLREIC.3F.EX1.-525 ATCTCTGCGTGATCTTGGG 2 A
DCLREIC.3R.EXI.-880 TGGGCGATAGAACTAGACCC
DCLRE1C 6 DCLREIC.4F.EXI.-814 AAACAACCCAGAACAC1T1CG 2 A
DCLREIC.4R.EXÎ.-I 186 CGAAGGTFTGTCACAGTGC
—
DCLRE1C 5 DCLREIC.5F.EXI.-1104 TGGGTGAGCCATGTACC 2 A
DCLREIC.5R.EX1.-1494 AGTAGCTGGAGATGTGTGCC CGGGCGGGGG
— —
DCLRE1C 6 DCLREIC.6F.EXI.-1478 ACACATCTCCAGCTACTCGG 2 A
DCLREIC.6R.EXI.- 1808 AACCATCAAAGGTGUGCC CGGGCGGGGG
—
DCLRE1C 7 DCLREIC.7f.EXI.-1691 TCCATGAAATCFGAGGAGG GCCCCCGCCG 2 A
DCLREIC.7R.EXI.-2087 TrCACTAGGTFrGGTCTGGG
—
hOGGI S326C F GGTGGCCCTAAAGGACTCTC 12 F
R AAGGTGCUGGGGAATTTCT
—
KU7O lb KU7O.lbF.EX1.-218 CTGAAACGTGAGGGATAGCTG 2 A
KU7O. lbR.EX 1.25 CACCCTGACATGTGGCTACT
—
KU7O Ic KU70.lcF.EX1.-50l ACTCGAGACCACGCTCCT 2 A
KU7O.lcR.EXI.-l76 CATCCCAGTAGCTGCCTCAT CGGGCGGGGG
—
KU7O 2 KU7O.2F.EXI.-803 TAGGTAGAAGCTGGTrGGGG 2 A
KU7O.2R.EXI.-379 AGATCTCAAACGCAGACAGG
—
KU7O 3b KU7O.3bF.FXI.-1320 CCCAAGTCTCCCCACCTC 3 A
KU7O.3bR.EX1.-751 CGCACTATATCGCGTCAGG CGGGCGGGGGCGCGGGCCG
















KU8O I KU8O. I F.EXI -3 10 TCTGTCGTACTAGCGTFrCAGG 2 A
KU8O. I R.EX 1÷23 CCAAGTCCATGGCTFTC1T
—
—








KU8O 5 KU8O.5F.EX1.-1523 TGAAAAATGCTGTCCTGC 2 A
KU8O.5R.EXI
.- 1142 AGATGTGGAGAATCTATGAGCC
KU8O 6 KU8O.6F.EX1.-1734 TCTGGATCGTACAAGAAGGG 2 A
KU8O.6R.EX 1.-1453 GTCAGCTAAATCTCCTCCAGC
KU8O 7 KUSO.7F.EXI.-2019 CCAAGTGCAGTfGCTCACAC 2 A
KU80.7R.EX 1.-1707 CCTGTCTCCCTCTFGTACG
LIG4 4 LIG4.4F.EXI.-746 CCAGAAGATGCCGGTICC 3 C
LIG4.4R.EXI.-10l0 GGTCTCCCTCGAGACAAAATC
—
LIG4 5 LIG4.5F.EX1.-964 GCAAGCAGTrGATCCACAC 3 C
xviii
LIG4.5R.EX 1.-1322 CATAGTFGATFrCTGGTCATGC
UG4 6 LIG4.6F.EXI.-1297 CGTTGCATGACCAGAAATC GCCCCCGCCG 1 A
LIG4.6R.EXI.-1669 ACATTACACAACCTCTAAGGGC
—
UG4 7 LIG4.7F.EXI.-1611 CAGTGGGCCCTGATAAAACA I C
UG4.7R.EX1.-1857 TGAAGAGCAGATACTCACAAAACA CGGGCGGGGG
—
UG4 8 LIG4.8f,EXI.-1730 TCCGTCTAGCCCAAGAACAT GCCCCCGCCG 1 A
LIG4.8R.EXI.-2060 ]TGGAG]TGCCTGG]TC
—
MnSOD V-9A F GCACTAGCAGCATGTTGAGC ii F
R CCGTAGTCGTAGGGCAGGT
—
MnSOD 158T F TCCACCTCTGCTAGGTCCTT 13 G
R TAGGGCTGAGGTTTGTCCAG
MREIIA 10 MREIIA.IOF.EXI.-1492 ATGCCTrCTATAGACAAGTAGGAGA 5 A
MREI lA. 1OR.EX1.-1 855 GAflCTGCTAAGCTGCCAT
—
MREIIA 11 MREIIA.IIF.EXI.-1722 AGGCTGGGAATrCGTAmG 5 A
MRE11A.1TR.EX1.-1978 TGTCTGGCAAAGACAACATGA
—
MREI1A 8 MRE11A.8F.EX1.-813 CTGTAAGTCGGGTAGATGCG 5 A
MREI I A.8R.EX1 1 182 CAGAGACACCCTrGGAATCA
—
MREIIA 9 MREIIA.9F.EXI.-1179 TCTGATfGGGTGACTGAAAAG 5 A
MREIIA.9R.EXI.-1553 AAGCTGAAAGATAAGGACCACA
—
MRE11A MRE11A-1 MREI lA-1F CCAACATGCT1TCCTFTCAA 6 A
MRFIIA-1R CCATGAAGGGTCCTTGATCT
—
MREIIA MREIIA-2 MREIIA-2F AGGCGGGGCTATAAACCTFA 6 A
MREI IA-2R CTFCGTGGTCCCCAGGTA
—
MREIIA MREI1A-3 MREIIA-3F ACAGCCAAGAGCGGAGAAG 6 A
MREI IA-3R TCGCGACACTCATGGATAA
—
MRE11A MRE1IA-4 MREIIA-4F AGAGCCGAACTGGACTFGAA 7 A
MREI IA-4R CCAGTrAACTCTGGGCTFCC
—




























NOS! NBSI-4 NSBI-F4 AACCCACCCTflTGTTCTG 2 A
NSBI-R4 CATGGCTCGCTCCmAATC
—
NOS! NBSI-5 NBSI-5F CTGGGAATACAGGAGCATGG 9 F
NBS!-5R CCACCTGICTCAAGCTGGfl
—
NBS1 NBS1-7 NSBI-P7 CTGCAAACGCACGAAACTAC 8 A
NSBI-R7 GGGCAGCAG1TFCCACAT
PRKDC PRKDC-1 PRKDC-F1 GTGTGCCCCTAACACCACY 6 A
xix
PRKDC-R 1 GGCATAACGCCTAAAGCATC
PRKDC PRKDC-2 PRKDC-F2 AAAAAGCACCAGAGAAGCTG 8 A
PRKDC-R2 TGACACAAGCTCGGAGTGAG
—
PRKDC PRKDC-3 PRKDC-F3 TCCTCGCCTCTACGTCTCTG 8 A
PRKDC-R3 GCACAGACACCCACAGCA
— —












PRKDC PRKDC-7 PRKDC-7F CTAGGCCCCTCGCTf017 9 F
PRKDC-7R GCAGCGGACAAGGTCTCC
— —
RAD5O I RADSO.1F.EX1.-339 GCAGGAAGCTGTGAGTGC 2 A
RAD5O.IR.EXI.41 CCTCTAHCCAAAACTCCGC GCCCCCGCCG
—
RAD50 2 RAD5O.2F.EXI.-6$2 TITfGACATGAACTGACCCC 2 A
RAD5O.2R.EXI,-322 GCACTCACAGCUCCTGC
—
RAD5O 3 RAD5O.3f.EXI.-1044 CTGAGACAGGTAACTCTCYTCC 2 A
RAD5O.3R.EXI.-619 CTGGAATGGGGGTAGTGG
—
RAD5O 4 RAD50.4F.EXL-1456 TGTITrATFACATrrGCTFrGCC 2 A
RADSO.4R.EXI.-972 TAATCCATCC0ATCAGTGC
—
RAD5I 1 RAD5I.1F.EX1.-326 GTGGTFAGCCTCGAACTCC 2 A
RAD5I.1R.EXI.92 C1TCTCTACTCGCT[GCCC
—
RAD5I 2 RAD5I.2F.EX1.-687 CTrCTCGAGCTrCCTCAGC 2 A
RAD51.2R.EXI.-285 GGCGAGAGTATCGTCTGAGC
—
RAD5I 3 RAD5I.3F.EX1.-1 193 CCCAAGAAACCCTACTCAGC 2 A
RAD5I.3R.EXI.-615 TCCTACTCGCATrCCTGGAG
—
RAD5I 4 RAD5I,4F.EX1.-1359 CCGTGCAGGCCrrATATGAT CGTCCCGC 2 A
RADS I .4R.EX 1 I 151 TGTCAAAACAACACCACAAGC
—
RAD5I 5 RAD5I.5F.EX1.-1653 TGTGTCGCTTGTCflTGA 2 A
RAD5 1 .5R.EX 1.-1299 GTGCCGAAACTGGAAGGTrA
—
RADSI 6 RADSI.6F.EXL-1986 CCTAGAGACCAAAGCTCCTTACC 2 A
RAD5I6R.EXI.-1578 GTGAGCTATGATGGGCCACT
—
XRCCI R399Q F CUTGCCCCTCAGATCACAC ii F
R CAGGATAAGGAGCAGGGUG
—
XRCC2 XRCC2-1 XRCC2-1F AACCATGUGCACTCACACG 10 A
XRCC2-1R CGTCCAATFCCACACACTC
—
XRCC2 XRCC2-2 XRCC2-2F GGAACAGTGTGGAGACTGAAAA 10 A
XRCC2-2R CCTGTGTGCCCCACHCTAT
—
XRCC2 XRCC2-3 XRCC2-3F GGCCTGTGTGCTrrGAAAAA 10 A
XRCC2-3R GAATCGTGTGCCCCACTAC
—
XRCC2 XRCC2-4 XRCC2-4F GGGCGAGAGTGCAATGAG S A
XRCC2-4R TFCAAAAACGCTAGGAAAGAGC
—
XRCC2 XRCC2-5 XRCC2-SF ACTtGGAACCAAAACCATtCC 5 A
XRCC2-5R GATCACTOGAAGTC060AGT
XRCC2 XRCC2-6a XRCC2-6Fa CTGCCGCTCAGGTGTGAT 3 D
XRCC2-6Ra CTI7GTCCGTtCICGGGTFA
—
XRCC2 XRCC2-6b XRCC2-6Fb AACCATGAATCGCACACACA 3 D
xx
XRCC2-6Rb GGACAGCTGGTGCTflTCTr
XRCC2 XRCC2-7 XRCC2-7F TAACCCGAGAACGGACAAAG 10 A
XRCC2-7R GCCCTATGGAAGGCACTACA
XRCC3 T241M F AAGAAGGTCCCCGTACTGCT ii F
R CTCACCTGGTTGATGCACAG
XRCC3 13 XRCC3.13F.EXI.-1613 GCCTCCAACCAAGCTCAAT 1 A
XRCC3.13R.EXI.-1375 GCATrrAATCCCACTGGCTGT
XRCC3 14 XRCC3.14F.EXI.-1786 ACTCCTCATGGTGGCGATAC I A
XRCC3.14R.EXI.-1587 TGGGTrCAUGAAGCTFGGT
—
XRCC3 15 XRCC3.15F.EXI.-1955 CCTCATCTTGGCCACACTTF 5 A
XRCC3.15R,EX1.-1731 TGGAGAGTFGAGACCAGTGC
—
XRCC3 16 XRCC3.16F.EXI.-2122 CACAAAGAAAGGCAGGGAAA 5 A
XRCC3.16R.EX1.-1916 AACCGTAAGGAGCACGTGAG
—
XRCC3 8 XRCC3.8F.EXI.-213 CCTCTCCAATCCGTGTAAGG 1 A
XRCC3.8R.EXI.29 GGGTTCCGCACTCCTCTT
—
XRCC4 I XRCC4.1F.EX 1.-411 TCCTAAACAAAGTAGGAAAGCG 1 B
XRCC4.1R.EXI.16 CGTGATCTAAATCCCGCC
—
XRCC4 2 XRCC1.2F.EX l-774 CTGAGGCTAGACACCACTCC 1 A
XRCC4.2R.EX 1.-389 CCGCTFrCCTACmGmAGG
—
XRCC4 3 XRCC4.3F.EXI.-1018 TCTCCTAGTCTCAACTGCCATC I A
XRCC4.3R.EXI.-718 AGGTGGATGCCCTfCTAGG
—
XRCC4 4 XRCC4.4F.EXI.-136$ ATCTACTAGGTGTGATCCGAGG 1 A
XRCC4,4R.EXI.-967 CTCTGGACGAAmACCACC
XRCC4 5 XRCC4.5F.EXI.-1566 CATCCCAAGCTCACAGGAAT I A
XRCC4.5R.EXI.-1278 TCAAGT[CACAGCAACrFCTGA
—
XRCC4 6 XRCC4.6F.EXI.-1668 GATGCGAACTCAAAGATACTGAGA 2 B
XRCC4.6R.EX 1.-1526 ACAACTGGCAGGTGGTnTr
—
XRCC4 7 XRCC4.7F.EXI.-2123 AAGTGCTACAATfACTGTrCATGC 1 A
XRCC4.7R.EXI.-1694 CCCAATGGTAATGACHAATAAACC
—
*Référer au tableau XXffl. **Référer au tableau XXIV.
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ANNEXE II.
Tableau XXffl : Conditions de PCR
Kit DNA Amorces MgCl2 dNTP Enzyme Solution Conc. ADN Volume finalpolymerase* (mM) (mM) (mM) (U) G-C riche** (ng) (ml)
1 Platinum Tag 0,42 1,5 0,1 1,8 15 60
2 Platinum Tag 0,2 1,5 0,1 1,8 15 60
3 FastStartTag 0,42 1,5 0,1 1,8 iX 15 60
4 Platinum Taq 0,42 2 0,2 1,8 15 60
5 Platinum Tag 0,2 1,5 0,1 1 10 40
6 Platinum Taq 0,2 1,5 0,1 0,5 20 25
7 Platinum Tag 0,2 1,8 0,1 0,5 20 25
8 FastStart Taq 0,2 1,5 0,1 1 iX 5 20
9 FastStart Tag 0,2 1,8 0,1 1 iX 5 20
10 Platinum Taq 0,2 1,2 0,1 1 10 40
11 Platinum Tag 0,1 1,5 0,1 0,5 10 40
12 PlatinumTaq 0,14 1,5 0,1 0,5 10 40
13 Platinum Tag 0,1 1,2 0,1 0,5 10 40
*Utilisés selon les directives du fabriquant. **Foumi dans le kit FastStart.
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ANNEXE III.
Tableau XXIV : Protocole pour l’amplification PCR
Début Touchdown Amplification principale Final
Protocole A
Dénaturation 95°C, 5min 95°C, 30s 95°C, 30s
Appariement 62°C-O,5°C pat 55°C, 30s
cycle jusqu’à
55°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 14 24 1
Protocole B
Dénaturation 95°C, Smin 95°C, 30s 95°C, 30s
Appariement 60°C-O,5°C par 53°C, 30s
cycle jusqu’à
53°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 14 24 1
Protocole C
Dénaturation 95°C, 5min 95°C, 30s 95°C, 30s
Appariement 58°C-O,5°C par 51°C, 30s
cycle jusqu’à
51°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 14 24 1
Protocole D
Dénaturation 95°C, 5min 95°C, 30s 95°C, 30s
Appariement 61 °C-O,5°C par 54°C, 30s
cycle jusqu’à
54°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 14 24 1
Protocole E
Dénaturation 95°C, Smin 95°C, 30s 95°C, 30s
Appariement 63°C-O,5°C par 56°C, 30s
cycle jusqu’à
56°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 14 24 1
xxiii
Protocole F
Dénaturation 95°C, 5min 95°C, 30s
Appariement 60°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 35 1
Protocole G
Dénaturation 95°C, 5min 95°C, 30s
Appariement 62°C, 30s
Élongation 72°C, 30s 72°C, 7min
Cycles 1 35 1
xxiv
ANNEXE IV.
Tableau XXV. Température d’analyse au dHPLC
Gène Fragment Température
ATM 2 64 65,5
ATM 3 61 62
ATM 4 60 61
ATM 5 57,8 58,6
ATM 6a 55 57,5
ATM 7 58
BRCAI i 62
BRCA1 2 60 60,5
BRCA1 3a 62 64
BRCA1 3h 58,8
BRCAI 4 62 62,5
BRCA1 5 62 62,5
BRCA1 6 66 68
BRCA1 7 59 66
BRCA2 2 59,5 60
BRCA2 3 59,5 62,3
BRCA2 s 56,5
BRCA2 6 55 57
BRCA2 7 54 60
DCLREIC lb 63,5 64,5
DCLREIC 2 57,5 62,5
DCLRE1C 3 54,5 56,5
DCLREIC 4 60 63,5
DCLREIC s 59 60,5
DCLREIC 6 57,5 61
DCLRE1C 7 56,5 58,8
KU7O lb 59 62
KU7O 2 63,5 65
KU7O 3b 64 65
KU7O 4 62,5 63,5
KU7O s 63 65,5
KU70 6 58,5 60,5
KU7Q 7 58
KU8O 1 64,5
KU8O 2 52 56,5
KU8O 3 58 59,5
KU8O s 55 62 63
KU$O 6 58 59,5
KU8O 7 58 62
LIG4 4 62,5 68
LIG4 5 54 58
LIG4 6 53 54,5 57,5
LIG4 7 55,7 57
xxv
LIG4 8 54 55
MRE11A 10 53 55,5
MREÎIA 11 53,5 54,1
MRE1IA $ 53,5 54
MREIIA 9 54,5 55
MRE11A MREI1A-1 52,8 54,5
MREIIA MREIIA-2 58 58,4
MREI1A MREI1A-3 63 63,4
MREI1A MREIIA-4 61,5 52
MREI1A MRE11A-5 63 64
MREI1A MRE11A-7 56
NBS1 NBSI-1 54,5 55
NBS1 NB$1-3 52,8 53,2
NBS1 NBSI-4 54 59,5
NBS1 NBS1-5 59,2 59,5
PRKDC PRKDC-3 61 61,5
PRKDC PRKDC-5 66 66,5
PRKDC PRKDC-6 55,5 58 61,5
RAD5O 1 61 64
RAD5O 2 62 65 66,5
RAD5O 3 55 56,5 58
RAD5O 4 52 55 56
RAD5I 1 62 65,5
RAD5I 2 61,5 63
RAD5I 3 59 60
RAD5I 4 57 58
RAD51 5 56 61 62,5
RAD51 6 60,5 61,5 63
XRCC2 XRCC2-1 55,3 55,8
XRCC2 XRCC2-2 55,1 55,6
XRCC2 XRCC2-4 56,5 57
XRCC2 XRCC2-5 54,5 52
XRCC2 XRCC2-6a 55,5 59
XRCC2 XRCC2-6b 55,5 61
XRCC2 XRCC2-7 57
XRCC3 13 57
XRCC3 14 63 63,8
XRCC3 15 57,5 60
XRCC3 16 59 60
XRCC3 8 63,5
XRCC4 1 63,5 65
XRCC4 2 56 58
XRCC4 3 57,5 58
XRCC4 4 55,6 55,9
XRCC4 s 55,5 57
XRCC4 6 58,5
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Figure 31. Représentation graphique de la région régulatrice du gène ATM.
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Tableau XXVI. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène ATM.
Position Type de Rase de “ourcentage Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle gjon Répétition
olymorphism référence 3C ur conservée
ATM Exl.-766 C->T C 53cAMP-response cAMP-response 10013-
element-binding element-binding 10131
protein->0.866 protein->0.866
transition Pax-3 paired domain Pax-3 paired domain
protcin, expressed in protein, expressed in
embryogenesis. embryogenesis,
mutations correlate tu mutations conelate tu
Waardenburg Waardenburg
Syndrome->0.78 Syndrome->0.7$6
ATM Exl.-635 T->A T 61 cut-like homeodomain cut-like homeodomain 10143-
protein->0.797 protein->0.797 10314
transversion Mammalian C-type Marnmalian C-type




ATM Exl.-1988 T->C T 51 Brachyury->0.693 c-Rel->0.947 MER2O
transition
ATM Ex 1.-1206 G->T G 41 E2F, involved in celI HMGI(Y) high
cycle regulation, mobility-group protein







transversion 12F, involved in celi TCF/LEF- 1, involved
cycle regulation, in the Wnt signal















AIyj, Exl.-1 137 A->G A 53 Aryl hydrocarbon Aryl hydrocarbon 9630-9680
transition receptor / Arnt receptor / Arnt
heterndimers->0.937 heterodimers->0.937
ATM Exi -J 119 G->A G 57 Aryl hydrocarbon Aryl hydrocarbon 9698-9753
transition receptor / Arnt receptur / Arnt
heterodimers->0.937 heterodimers->0.937
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Figure 32. Représentation graphique de la région régulatrice du gène BRCA1.
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Tableau XXVII. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
BRCA1
Gène Position Type de Rase de ‘ourcenta Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle
- gjon Répétition
‘olymorphism éférence ‘JC iijjir mineur conservée
BRCAI 5x1-1317 C->G C 71 LTR12C
transversion
BRCAI ExI -1325 C->T C 73Pituitary Homeobox 1 B-cell-specific LTR12C
(Ptxl )->0.794 activating protein
>0804




BRCAI 5x1-708 A->G A 63 C/EBP binding site- C/EBP binding Site- 26 18-2689
>0.855 >0.855
transition Monomers of the nur Glucocorticoid
subfamily ofnuctear receptor, C2C2 zinc
receptors (nur77, nuni, finger protein binds
nor- I )->0.947 glucocorticoid
dependent to GREs
>0.82




BRCAJ Exl.-598 INS ACA ACA 35 27H-2829
nd
BRCAI Ex 1.-588 A->G A 43 Xenopus fork head Xenopus fork head 2711-2829
transition domain factor 3->0.826 domain factor 3->0.826
BRCA1 Exl.-1890 T->C T 45Cdx-2mammalian Cdx-2mammalian LTRI2C
caudal related intestinal caudal related intestinal
transcr. factor->0.$83 transcr. factor->0.847
transition MyTl zinc finger MyTI zinc finger
transcription factor transcription factor





























































































Tableau XXVffl. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
BRCA2
Gène Position Type de Base de °ourcentagc Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle jgjon Répétition
po1ymohism référence GC mineur conservée
BRCA2 Ex l-251 G->A G 49 Gut-enriched Krueppel- Gut-enriched
like factor->0.954 Krueppel-like factor
>0.924
transition Gut-enriched Krueppel- interferon regulatory




- G->A G 59 E2F, involved in cell Ecotropic viral
cycle regulation, integration site 1
interacts with Rb p107 encoded factor->0.88
protein->0.765
transition Ecotropic viral Ecotropic viral
integration site I integration Site I
encoded factor->0.88 encoded factor->0.75
Ecotropic viral interferon regulatory
integration Site I factor 2->0822
encoded factor->0.753
BRCA2 Exl.-1 144 G->A G 51 CCAAT/enhancer Cone-rod homeobox
binding protein beta- containing
>0.953 transcription factor /
otx-like homeobox
gene->0.974
transition Cone-rod homeobox- Gut-enriched






BRCA2 ExI -1260 DEL GTCTAA GTCTAA 33 Homeodomain proteins Homeodomain proteins 82391-82495
MSX-l and MSX-2- MSX-l and MSX-2-
>0.981 >0.981
nd Pituitary Homeobox I octamer-binding factor
(PtxI)->0.825 l->0.819





BRCA2 Ex 1.-1133 C->T C 49 Alpha (1 )-fetoprotein Cone-rod homeobox
transcription factor containing
(FTP), liver receptor transcription factor /









































BRCA2 ExI -1703 T->C T 41 Hepatic nuclear factor 1- cellular and viral
>0.831 CCAAT box->0.957






BRCA2 Exl.-1596 G->A G 49Hox-1.3, vertebrate Hox-1.3, vertebrate
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Tableau XXIX. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
DCLER1C
Gène Position Type de Base de Pourcentage Sites de liaison allèle Sites de liaison allète igjon Répétition
polymorphisme éférence GC rnjgr jggr conservée
DCLRE1C Exl.-l284 C->G C 43 POZIzinc linger protein, c-Ets-2 binding site
transcdptionat repressor, >0.877
translocations observed
in diffuse large ceil
lymphoma->0.76
transversion signal transducer and POZ/zinc linger
activator of transcription protein, transcriptional
1->0.783 repressor,
translocations observed
in diffuse large cdl
lymphoma->0.76
TCF/LEF- 1, involved in signal transducer and
the Wnt signal activator of
transduction pathway- transcription 1 ->0.787
>0.896
DCLREIC Exl.-l530 G->C G 57 55959-56OlOAluSx
transversion
DCLREIC Exl.-1561 C->T C 57 Albumin D-box binding TG-interacting factor AluSx




DCLREIC Exl.-l66l C->T C 41 Growth factor Ecotropic viral 56087-56139
independence I zinc integration site I
linger protein Gfi-IB- encoded factor->0.833
>0.844
transition MIBP-l / RFX1 Growth factor








DCLREI C Exl .- 1724 G->T G 49 GC box elements- Binding site fora 561 79-5623C
>0.885 Pbxl/Meisl
heterodimer->0.765
transversion Myc associated zinc COMPI, coopcrates
















DCLREIC Exl.-1571 C->G C 55 Se-Cys tRNA gene AluSx
transcription activating
factor->0. 803
transversion X-box binding protein
RFXI ->0.93 6































































































Tableau XXX. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
Ku$O
Gène Position Type de Base de référence Pourcentag Sites de liaison Sites de liaison jgjon Répétition
polymorphisme GC allèle majeur allèle mineur conservée
KU8O Ex 1.-376 G->C G 41 T-Box factor 5 site Hypoxïa
(TBX5), mutations inducible
related ta Hoit- factor, bHLH I




























KU8O Exi.- T->G T 63 GABP: GA GABP: GA
.J2t12 transversion binding protein- binding
>0.851 protein->0.859
KU8O Exl.- C->T C 65 Hepatic nuclear B-cell-specific
13 factor4->0.82l activating
protein->0.83
transition zebrafish PAX9 cellular and








Exl. T->C T 45 octamer-binding octamer
12 factor 1, POU- binding factor










KU$0 tL A->G 29 Avian C-type LTR cellular and
1177 TATA box->0.835 viral TATA
box elements
>0.95
transition cellutar and viral PAX 2/5/8









iU5 Exl.-241 DEL TGCGCATGCTCGGCG 63 heat shock factor heat shock
TGCGCATGCTC 1 ->0.94 factor 1 ->0.94
nU




















KU8O Exl -208 INS CGGGAATCTGCGCAT 59 E2F, invo!ved







KU8O Ex!.-205A->G A 63 NF-kappaB
transition >0.827
j T->A T 39 complex of











DEL CTGT CTGT 55 AREB6 (Atplal AREB6
regulatory element (Atplal





nU Erythroid krueppel Ecotropic vira]























































































































Tableau XXXI. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
Lig4
iènc Position Base de Pourcentag sites de liaison allèle Sites de liaison allèle Répétition
olymorphismc éférence 3C mjçjLr mineur onservée
LJG4 Exl.-1732 ->T 4 -Rel->0.928
transition Elk-l ->0.82
3G4 Exl.-1748 ->G 43 eat shock factor I- heat shock factor 1-
>0.97 >0.98
ransition Progesterone receptor Kepatic nuclear factor 1-
binding site->0.947 >0.779





4 Exl.-2033 F->C 35Albumin D-box dbumin D-box binding 14865-14924
binding protein->0.87 protein->0.872
ransition XAAT/enhancer CAAT/enhancer
binding protein beta- inding protein beta
>0.944 0.944
epatic leukemia hepatic leukemia factor
factor->0.885 0.X85
omeo domain factor homeo domain factor
Nkx-2.5/Csx, tinman Nkx-2.5/Csx, tinman
homolog tow affinity iomolog 10w affinity
;ites->0.95 ites->0.95
Homeobox protein POU transcription factor




U4 13x1-799 1N5 C C 76 ctivatorproteïn 1- 13600-13652
>0.973








I4 3x1.- 1125 ->G 47 Myogenin / nuclear Myogenin / nuclear
factor 1 or related factor I or related
actors->0.733 factors->0.79 1
ransition Progesterone receptor Progesterone receptor
binding site->0.922 binding site->0.918
Exl.-1169 25myocyte enhancer MEF2->0.99
factor->0.801
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Figure 37. Représentation graphique de la région régulatrice du gène MRE liA.
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Tableau XXXII. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
MRE11A
Gène Position Type de Rase de Pourcenta Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle gjon Répétition
polymorphisme référence ‘]C mineur conservée










MREI lA Exl.-540 T->A T 35 E2F, involved in cdl E2F, involved in celI
cycle regulation, cycle regulation,
interacts with Rb p107 interacts with Rb p107
protein->0.866 protein->0.866
transversion E2F, involved in cdl E2F, involved in cdl
cycle regulation, cycle regulation,
interacts with Rb p107 interacts with Rb p107
protein->0.779 protein->0.779
MREI lA Exl.-533 T->C T 37 cut-like homeodomain
. . protein->0.856transition
MREIIA ExI.-384 T->C T 71 upstream stimulating
.
. factor->0.938transition




MREI lA 13x1 -19 G->A G 51 132F, involved in ccli E2F, involved in cdl
cycle regulation, cycle regulation,
interacts with Rb p107 interacts with Rb p107
protein->0.794 protein->0.794
transition GATA-binding factor GATA-binding factor
1->0.992 1->0.992
PAX 2/5/8 binding Muscle TATA box
site->0.883 >0.841
Pax-3 paired domain Pax-3 paired domain
protein, expressed in protein, expressed in
embryogenesis, embryogenesis,






76823-76882MREI I A Exi +49 C->T C 53 E2f, involved in cet! signa! transducers and
cycle regutation, activators of
interacts with Rb p107 transcription->0.886
protein->0 .74!
transition E2F, invotved in cet!
cycle regutation,





\4RE!IA 5x1-15 T->C T
transition
76923-7697551 E2F, invo!ved in ce!! B-ce!!-specific
cyc!e regu!ation, activating protein
interacts with Rb p107 >0.773
protein->0.794
PAX 2/5/8 binding PAX 2/5/8 binding site
site->0.883 >0.883
Pax-3 paired domain Pax-3 paired domain
protcin, expressed in protein, expressed in
cmbryogenesis, embryogenesis,
mutations corre!ate to mutations corre!ate to
Waardenburg Waardenburg
Syndrome->0.798 Syndrome->0.809
Pax! paired domain Pax! paired domain
protein, expressed in protein, cxpressed in
the deve!oping the deve!oping
vertebra! co!umn of vertebra! co!umn of












RFX 1 ->0.93 6
MREI lA Exl.+315 G->T G 65 B-ce!!-specific E2F, invo!ved in ce!!
. activating protein- cycle re’u!ation,transversion
>0.775 interacts with Rb p107
)rotein->0.909
MREI tA 5x2-50$ T->C T 51 Myf5 myogenic
.
. bHLH protein->0.905transition
MREI1A Ex2.-336 A->G A 35 Avian C-type LTR Avian C-type LTR
TATA box->0.816 TATA box->0.8!6
transition myocyte enhancer myocyte enhancer
factor->0.9!9 factor->0.907
C->T C 37MRE1IA 5x2-277 POU factor Bm-2 (N- HNf-3IFkh Homo!og 3











POU factor Bm-2 (N
Oct 3)->0.924
MREI lA Exl,-221 C->A C 55 Myogenin / nuclear Myogenin / nuclear
factor 1 or related factor I or relatedtransversion
factors->0.776 factors->0.793
MREIIA Exl.-212 G->A G 57
traOsition
MREI I A Ex 1.-] 15 G->T G 67 COMP1, cooperates COMPI, cooperates
with myogenic with myogenic proteins
proteins in in multicomponent
multicomponent complex->0.773
complex->0.773






MREI lA Exi -1401 A->C A 41 Albumin D-box Lentiviral TATA





MREIIA ExI -1259 ->A T 31 Ecotropic viral Ecotropic viral MW3
integration site I integration Site 1
encoded factor->0.812 encnded factor->0.812
transversion hepatic leukemia hepatic leukemia
factor->0.865 factor->0.865


























































MREI lA ExI -1 1 17 T->G T 35 c-Rel->0.924 GABP: GA binding 78038-78087
. protein->0.872transversion Elk-1->0.85 1






















































































Tableau XXXffl. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
NBS1
Gène Position Tyne dc Rase de °ourcentag Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle gjon Rénétition
olymorphisme référence ‘]C rnjgur mineur conservée
NBSI Exl.-1871 A->G A 35Sox-5->0.986 Sox-5->0.983 LIM4
transition
NBS1 Exl.-J 996 A->G A 35 SF1 steroidogenic POZ/zinc finger protein, LIM4
factor 1 ->0.95 transcriptional repressor,
translocations observed
in diffuse large cdl
lymphoma->0.77 I




NS.i Exl.-510 G->A G 43c-Myc/Max Avian C-type LTR
heterodimer->0.924 TATA box->0.8 16




factor 1->0.8l3 transcription factor) and
TFE3 ->0. 859
POU factor Bm-2 (N- POU factor R-n-2 (N-
Oct 3)->0.945 Oct 3)->0.939
NBSI Ex 1.-312 DEL AGTA AGTA 25 Cdx-2 mammalian muscle-specific Mt


































zink finger (TF with
nine Krueppel-like zink
fingers)->0.87
1{Bj Exi -1 188 C->T C 33 Xenopus fork head MyT1 zinc Onger LIM4
domain factor 3- transcription factor
>0.856 invotved in primary
neurogenesis->0.776
transition Xenopus fork head
domain factor 3->0.872




NBSI Ex 1.-732 DEL A A 35 E2F, involved in celi Box-13, vertebrate
cycle regutation, homeobox protein
interacts with Rb p107 >0.837
protein->0.805




NBSI Ex 1.-865 A->G A 35 cellular and viral cellular and viral TATA Aluio





factor involved in associated zinc finger
TGF-beta signaling- protein MOK-2
>0.947 fhuman)->0.996
NBSI Exl.-]080 A->G A 37 Ecotropic viral Ecotropic viral LIM4
integration site I integration site I
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figure 39. Représentation graphique de la région régulatrice du gène PRKDC.
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Tableau XXXIV. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
PRKDC
3ène Position Base de Pourcentag sites de liaison allèle Sites de liaison allèle gion Répétition
olymorphism’ éférence 3C mêjLr mineur onservée
PRKDC Exi -1923 ‘->C t 31 Mammallan C-type lnterferon regulatory 83086-$3272








PRKDC ExI.-1631 ‘->C t 41 ellularand viral Myogenin/nuclear




PRKDC Exi -766 G->A G 73
ransition
PRKDC Exi .-575 F->G 5 RAR-related orphan RAR-related orphan
. eceptor alpha2- eceptor alpha2->0.829ransversion
PRKDC ExI.-564 C->T t 57
ransition
liii
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Tableau XXXV. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
RAD5O
Gène Position type de Rase de Pourcentag Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle Rgjn Répétition
9olymorphism( référenc iC ut onservée
RADS O Ex 1.-52




RAD5O Exi -820 DEL A 25 Bright, B cdl Bright, B cetl regulator harIie1
egulator of IgH f IgH transcription
transcription->0.947 >0.949
id Komeodomain Komeobox protein
totems MSX-1 and ngrailed (en-l)
MSX-2->0.989 0.822




factor 1->0.81 1 proteins MSX-1 and
MSX-2->0.989





->A 57 ignal transduceranc Alpha (1)-fetoprotein
activator of tanscription factor
















RÀ Exl.-36l ->T 7(Hypoxia inducible :-Myc/Max
factor, bHLH / PAS heterodimer->0.93
irotein family
0.964





RAD5O ExJ.-l347 ENS T t 3’ myocyte enhancer
Ld factor->0.967











































































iène Position Eyp B Pourcentag Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle gjon Répétition
olymorphism éférenci IC rijjr r onservée





ransversion heat shock factor 1- Mammalian C-type LTR
>0.97 CCAAT box->0.795
)ctamer-binding factor nuclear factor Y (Y-box
I, POU-specific inding factor)->0.927
omain->0.93 I
Pax-3 paired domain ctamer-binding factor





SEFI binding site- RAR-related orphan
.0.748 eceptor alpha2->0.902
‘axJCREB complex- SEFI binding site-
0.758 0.731
RAD5I Exl.-1035 C->G C 47 duSx
transversion
RAD5I Exl.-l067 ‘->C [‘ 53NF-E2 p45->O.884 NF-E2 p45->O.884 AluSx
ransition
Ex 1.-l 153 ‘->G F’ 55 myogenic enhancer /EBP binding site- AluSx
factor 2->0.747 0.$63
transversion ‘G-interacting factor MIBP-I / RFXI
belonging tu TALE omplex->0.81
lass of homeodomain
factors-> I




->T A 37Cdx-2 mammalian Ecotropic viral duio
audal related integration site I

























AD5I ExI.-1808 C->T 45 arly growth responsc arly growth response AluSgl
ene 3 product->0.783 ‘ene 3 product->0.784
ransition Epstein-Barr virus Epstein-Barr virus
transcription factor R- transcription factor R-
.0.827
Member of b-zip Member of b-zip family,
family, induced by ER induced by ER
[amage/stress, binds tc lamage/stress, binds to
he ERSE in he ERSE in association
ssociation with Nf- with NF-Y->0.938
Y->0.945
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figure 42. Représentation graphique de la région régulatrice du gène XRCC2.
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Tableau XXXVII. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
XRCC2
ène Position type de Base de Pourcenta cites de liaison allèle Sites de liaison allèle Réeion Répétition
polymorphisrn éférenc C mj_r r onservée
Exl.-l 164 3->C 25 barbiturate-inducible luSg
lement->0.892




XRCC2 Exl.-l 143 A->G A 45Pax-6 paired domain Pax-6 paired domain
protein->0.794 protein->0.795
transition RAR-related orphan RAR-related orphan
eceptor alpha2- eceptor alpha2->0.822
0.822
XRCC2 5x1-913 G->T G 47 AMP-rcsponsive Avian C-type LTR MLT1L
lement binding tATA box->0.858
protein 1->0.81 I
ransversion PAR-type chicken AMP-responsive






XRCC2 Exl.-884 3->C 3 35MIBP-I/RFXI MLTIL
transversion omplex->0.779
XRCC2 Exi -479 i->A 3 57 luSx
transition
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Figure 43. Représentation graphique de la région régulatrice du gène XRCC3.
6—rich
—600 —500 —400 —300 —200 —100
GC_rich
Il 1,Iilli,—111111,-I--I r1I)IIlIwr,1I1IIt71I11IjITtt..rIIJiTp r liii 1IIj
—1300
—1200 —1100 —1000 —900 —800 —700
GC_ri ch
lxi
Tableau XXXVffl. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
XRCC3
Gène Position ypç Base de Pourcenta Sites de liaison allèle Sites de liaison allèle gjon Répétition
,olymorphism éférenc 3C rnjur r onservée
(RCC3 Ex3.-381 i->A G 73 ut-tike homeodomain ut-like homeodomain
protein->O.958 ,rotein->0.77
mnsition Famesoid X - ut-like homeodomain
icti vated receptor )rotein->0.95 8
(RXRIFXR dimer)
0.832
zebrafish PAX9 Famesoid X - activated




XRCC3 Ex3.-281 ‘->C F 61 zebrafish PAX9 zebrafish PAX9 binding
binding sites->0.7$2 ites->0.801
ansition





I IIIIIIIII1IIIÔ;II)111I11111 I Ihhhhhhhhhlhhhlhhhhhlhhhllhhl I









I I 111111 IIIISII
—1300 —1200 —1100 —1000 —900 —800 —700
MI R
—— —





1111111111111e Il I I 1111111 111I111111111111111J1I111I I 11111f IIlIIIII f
—2000 —1900 —1800 —1700 —1600 —1500 —1400
AluSc
— - - - -
Figure 44. Représentation graphique de la région régulatrice du gène XRCC4.
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Tableau XXXIX. Description détaillée des polymorphismes identifiés dans le gène
XRCC4
ène Position Fype de Baede Pourcentag ites de liaison allèle Sites de liaison allèle gion Répétition
)olymorphism éférenc IC mjr mineur onservée
XRCC4 Exl-1032 ->G 45 ut-like homeodomain :ut-like homeodomain
protein->0.754 rotein->0.754
transition Ecotropic viral Ecotropic viral
integration site I ntegration site I
ncoded factor->0.998 ncoded factor->0.885










XRCC4 Exl.-1020 ‘->G f 3(
transversion

























RCC4 x1.-1436 .->C 31 Ecotropic viral Ecotropic viral
integration site I integration site I
mcoded factor->0. 875 ncoded factor->0. 875
ranscriptionai transcriptional repressor
epressor CDP->0.938 CDP->0.938
cRCC4 x1.-1864 ‘->C t 59 ctivatorprotein4- AIuSc
ansition 0.976
RCC4 x1.-1452 ‘->C t 2
ansition
KRCC4 Exi -1407 i->C 3 3 ignal transducer and REB6 (Atplal
activator of egulatory element
ranscription 3->0.757 inding factor 6)->0.975
transversion omplex of Lmo2 bound
to lai-1, E2A proteins,
nU GÂTA-1, hatf-site
1->0.983
E2F, involved in ccli
ycle regulation,
interacts with Rb p107
protein->0.849
XRCC4 Exi -322 1->C 3 63Runt-reiated






RCC4 Exl.-238 ‘->C t 61
ransition
RCC4 1x1-712 1->A 3 3(
ransition




CRCC4 Exl.-57I ->T 4lHomeobox protein Homeobox protein
MEIS1 binding Site- MEIS1 binding site
0.828 0.83
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